Eigene Untersuchungen: Material und Methoden

3. EIGENE UNTERSUCHUNGEN

3.1. MATERIAL UND METHODEN

3.1.1. Untersuchte Gewebe

Zur Untersuchung gelangen die Operationspraparate aus Total- oder Tellmammektomien von 84
Hunden, welche aufgrund von Mammaveranderungen im Zeitraum von Ende Februar 1995 bis
Ende April 1996 in der Klinik und Poliklinik fir kleine Haustiere der Freien Universitét Berlin
(82 Tiere) bzw. einer privaten Praxis bei Berlin (2 Tiere) operiert wurden. Bel weiteren Eingrif-
fen bei diesen Tieren (aufgrund von Rezidiven oder Tumoren in noch verbliebenen Gesauge-
komplexen oder der anderen Milchleiste) werden die entsprechenden Operationspraparate eben-
fallsin die Studie einbezogen. Gesdugegewebe von oben genannten Tieren, das bereits vor Fe-
bruar 1995 enthnommen wurde, wird auch untersucht, soweit das Material im Archiv des Insti-
tuts fur Veterindr-Pathologie der Freien Universitdt Berlin (im folgenden "Archiv" genannt)
vorhanden ist. Von 27 Tieren liegt Gewebe aus mehreren Operationen und von 57 Tieren von
einer Operation vor. Von 76 Tieren ist ausserdem mindestens ein Inguinallymphknoten im
Untersuchungsmaterial vorhanden. Die Mammarkomplexe werden in dieser Arbeit wie folgt
bezeichnet: T1: thorakal cranialer, T2: thorakal caudaler, Al: abdominal cranialer, A2:
abdominal caudaler, I: inguinaler Komplex. Bei Material von Tieren mit nur vier Komplexen
bezeichnet T den cranialsten Komplex, A1, A2 und | in dieser Reihenfolge die nach caudal
folgenden. Als zu einem bestimmten Komplex gehdrig werden auch die Tumoren gezahlt, die
sich im Gewebe caudal dieses Komplexes bis einschlieflich der Halfte der Strecke zum
folgenden Komplex befinden.

Als Testgewebe fir die Vorversuche zur histologischen und immunhistochemischen Fibrindar-
stellung sowie als Positivkontrolle in den Hauptversuchen dient ein Stiick einer Arterie eines
Hundes mit luminaler Thrombose und Fibrinablagerungen in der Tunica media
(Archivmaterial), als Testgewebe fur die Vorversuche zur histologischen Fibrindarstellung zu-
sétzlich ein Gewebestiick der rupturierten Leber eines Hundes (Archivmaterial). Fir die Vor-
versuche zur immunhistochemischen Fibrindarstellung wird auf3erdem ein formalinfixiertes und
in Paraffin eingebettetes Blutkoagulum vom Menschen eingesetzt. Als Testgewebe fiir die Vor-
versuche zur Gefé3darstellung wird Haut-, Leber,- Lungen- und Lymphknotengewebe von
Hunden verwendet, fur die VVorversuche zur Doppelmarkierung ein stark fibrinpositiver Mam-
matumor eines Hundes.

3.1.2. Nationale

Anhand der Vorberichte zu den eingesandten Gewebeproben werden die Daten zu Alters-,
Rasse- und Geschlechtsverteilung der Hunde erhoben.

3.1.3. Verlauf

Die Tiere werden in ungefahr halbjahrlichen Absténden auf das Vorhandensein von weiteren
Mammatumoren, Rezidiven und Metastasen untersucht, zumindest wird der Zustand des Tieres
telefonisch erfragt. Die Uberwachungszeit errechnet sich vom Zeitpunkt der ersten Entnahme
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von Mammagewebe bis zum letztmaligen Kontakt mit dem Patienten bzw. dessen Besitzer.
Sollte das Tier nicht mehr am Leben sein, wird versucht, die Ursache fir den Tod bzw. die
Totung festzustellen. Die Uberlebenszeit errechnet sich ebenfalls ab dem Zeitpunkt der ersten
Entnahme von Mammagewebe.

3.1.4. Gewebebearbeitung

Das exzidierte Gesdugegewebe wird unmittelbar bis einige Stunden nach der Entnahme fr rund
24 Stunden in 4%igem Formalin fixiert. Anschlief3end werden folgende Teile des Gewebes in
Form von ca. 0,5 cm dicken Scheiben in Paraffin eingebettet: Querschnitte aller tastbaren Ver-
anderungen im Gesaugegewebe (in den meisten Fallen mit einem Antell makroskopisch unver-
andert erscheinenden Umgebungsgewebes), Querschnitte tber die gesamte Breite des einge-
sandten Gewebes auf Hohe jeder vorhandenen Zitze sowie mindestens ein Querschnitt jeden
vorhandenen Lymphknotens. Das Blutkoagulum vom Menschen und das Testgewebe fir die
Gefalidarstellung werden ebenso fixiert und eingebettet.

Die Lage, die Dimensionen und eventuelle Ul zerationen der tastbaren Verénderungen werden
notiert. Ist die Grof3e in der Makroskopie nicht beschrieben, so wird der grofdte im H.E.-Schnitt
gemessene Durchmesser gewertet. Hierzu wird, wie auch bei allen folgenden beschriebenen
L angenmessungen am Schnitt, ein ins Mikroskop einzusetzendes Okular mit Raster verwendet.

Veranderungen, die sich aufgrund ihrer Harte nicht mit einem Skalpell zerteilen lassen, werden
vor der Bearbeitung fur die Paraffineinbettung geméal3 ROMEIS (1968) elektrolytisch entkalkt.

Die Gewebeproben aus dem Archiv sind bereits formalinfixiert und in Paraffin eingebettet.

3.1.5. Anfertigung und Behandlung von Schnittprédparaten

Von alen Gewebeproben wird zunéchst je ein Schnitt von 4-6 um Dicke angefertigt, auf einen
Objekttrager aufgezogen und routineméaiig gemal? den Anweisungen von BOCK (1989) H.E.
geférbt.

Von den Gewebeproben, dieim H.E.-Schnitt Tumoren aufweisen, werden weitere Schnitte von
4-6 um Dicke angefertigt, auf Silane-beschichtete Objekttrager (vgl. Kapitel 8.2., S. 127ff)
aufgezogen und bei 37° Celsius im Brutschrank ungefahr 24 Stunden getrocknet. Mit einigen
Proben von unveréndertem, hyperplastischem oder mit friihen Karzinomstadien durchsetztem
Gesaugegewebe sowie einigen Lymphknoten mit oder ohne Metastasen wird ebenso verfahren.
Je ein Exemplar dieser Schnitte wird einem immunhistochemischen Fibrinnachweis unterzogen.
In Parallelschnitten zu den fibrinpositiven Tumorschnitten erfolgt immunhistochemisch die
gleichzeitige Darstellung von Fibrin und Gefél3en. Ein zweiter Satz Parallelschnitte wird mit
einer histologischen Technik zur Fibrindarstellung geféarbt. Die Beschreibungen der Farbungen
finden sich in Kapitel 3.2.5., S. 44ff.

Von den Testgeweben werden ebenfalls Schnitte von 4-6 um Dicke angefertigt, auf Silane-

beschichtete Objekttrager aufgezogen und bei 37° Celsiusim Brutschrank ungefahr 24 Stunden
getrocknet.
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Die fur einige Farbungen bendtigten Ldsungen Eisenhdmatoxylin nach Weigert, Hamatoxylin
nach Mayer und Methylgrin (im folgenden als EH bzw. HT bzw. MG bezeichnet) werden ge-
maRk den Anweisungen von BOCK (1989) hergestellt.

Die erhobenen Daten zu den Tieren und deren Geweben werden mit Hilfe des Computerpro-
gramms FileMaker Pro 3.0 bearbeitet. Zusammenfassende Tabellen finden sich in den Kapiteln
8.3. und 8.4. (S. 130ff bzw. S. 134ff).

3.1.6. Vorversuche zu histologischen Férbetechniken zur Darstellung von
Thrombosierungen und extravasalen Fibrinablagerungen

3.1.6.1. Einleitung

In den Vorversuchen soll gepriift werden, inwieweit unterschiedliche histol ogische Farbetech-
niken geeignet sind, Thrombosierungen und extravasales Fibrin darzustellen. Hierzu werden
verschiedene Techniken, die auf unterschiedlichen Farbstoffen und/oder unterschiedlicher Rei-
henfolge und/oder Zeitdauer des Einsatzes dieser Farbstoffe beruhen, an Schnitten des oben be-
schriebenen Testgewebes angewendet. Teilweise werden Einwirkzeiten und Farbldsungen vari-
iert, um die Farbungen zu optimieren. Soweit nicht anders angegeben, erfolgen die Farbungen
bei Raumtemperatur.

3.1.6.2. Bindegewebsfarbung nach LADEWIG (1938)

1. Entparaffinieren: Xylol und absteigende Alkoholreihe
2. Kernféarbung:
5min EH
Spulen in aqua dest.
kurzes Differenzieren in HCI-Alkohol
kurzes Wassern in Leitungswasser
3. Bindegewebs- und Fibrinfarbung:
3 min 5%ige WPS
Spulen in aqua dest.
5 min Ladewig-Farbl6sung
kurzes Spilen in Leitungswasser
1 min Spulen in 96%igem Alkohol (bei leichter Bewegung der Schnitte)
kurzes Spulen in absolutem Alkohol
4. Eindecken: Uber Xylol
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3.1.6.3. Picro-Polychromtechnik nach SHOOBRIDGE (1983)

1. Entparaffinieren: Xylol und absteigende Alkoholreihe
2. Vorbehandlung zur Kern-, Bindegewebs- und Fibrinférbung:
5 bis 10 min Eisenalaun-L 6ésung
1 min Spulen in flieffendem Leitungswasser
1 min Spilen in aqua dest.
3. Kernféarbung:
5bis10 minHT
1 min Spulen in flieffendem Leitungswasser
15 bis 30 sec Spulen in Saurealkohol
10 bis15 min Spulen in flief3endem L eitungswasser
Spulen in aqua dest (50°C)
4. Vorbehandlung zur Bindegewebs- und Fibrinfarbung:
30 min Picro-Formol-Primer (50°C)
5 min Spulen in fliefl3endem L eitungswasser
5. Bindegewebs- und Fibrinfarbung (bei htchstens 20°C):
5 min Férben in WPS-Orange G
je 10 Dipsin 3 x aqua dest.
5 min Farben in WPS-Saurefuchsin
je 10 Dipsin 3 x aqua dest.
5 min Farben in WPS-Anilinblau
je 10 Dipsin 3 x aqua dest.
3 x Spulen in absolutem Alkohal
6. Eindecken: Gber Xylol

Modifikationen ausser den im Text angegebenen zu variierenden Einwirkzeiten der Eisenalaun-

|6sung und des HT sowie der anschlief3enden Spul zeiten:

» Der Picro-Formol-Primer wird durch geséttigte wassrige Pikrinsaure (bei 50°C und Raum-

temperatur) ersetzt.

* DieEinstellzeit in den Primer wird verklrzt, die anschlief3ende Spulzeit verlangert (15 min

Primer und 15 min Spulen, 5 min Primer und 10 min Spilen).
» Spulzeit nach Anwendung des Primerswird auf 10 min verlangert.
* Der Primer wird weggel assen.

 Das Wolframotophosphosaure-Saurefuchsin wird durch die Biebricher Schar-

lach/Saurefuchsin/Xylidinponceau-L 6sung nach GARVEY et al. (1987) ersetzt.
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3.1.6.4. kombinierte Elastika-, Fibrin- und Kollagenfarbung nach GARVEY
et al. (1987)

1. Entparaffinieren:Xylol und absteigende Alkoholreihe
2. Vorbehandlung:
60 min alkoholische Pikrinssaure-Quecksi|berchloridlésung
Sorgfatiges Spilen in warmem Leitungswasser
3. Kernféarbung:
9 min modifizierte Verhoeff-Farbl 6sung
5 min Spilen in warmem L eitungswasser
4. Bindegewebs- und Fibrinfarbung:
2 min Sauregelb 17-L dsung
Spulenin 0,5%iger Essigsaure
5 min Biebricher Scharlach/Saurefuchs n/Xylidinponceau-L 6sung
Spulen in aqua dest.
10 min 2%ige WPS
Spulen in aqua dest.
2 min Anilinblau-L 6sung
Spulenin 0,5%iger Essigsaure
5. Eindecken: tiber Xylol

Modifikationen:
» DieFéarbung erfolgt ohne Vorbehandlung.
* DieKernfarbung mit modifizierter Verhoeff-Farblsung wird auf 6 min verkirzt.
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3.1.6.5. Martius Yellow - Scarlet Red - Anilin Blue (MSB) - Technik nach
LENDRUM et al. (1962), modifiziert nach PUSEY und EDWARDS
(1978)

1. Entparaffinieren: Xylol und absteigende Alkoholreihe
2. Vorbehandlung:
1 h geséttigte Quecksilberchloridlésung (60°C)
Spulen in hellem Leitungswasser
3. Kernféarbung:
5 min Colestinblau-L 6sung
Spulen in Leitungswasser
5minHT
Spulen in aqua dest.
Differenzieren in Saurealkohol
Spulen in Leitungswasser
Spulen in 95%igem Alkohol
4. Bindegewebs- und Fibrinfarbung:
2 min Naphtolgelb-L 6sung
Spulen in 95%igem Alkohol
Spulen in Leitungswasser
10 min Kristallponceau 6R
Spulen in aqua dest.
5 min 1%ige WPS
Spulen in Leitungswasser
5 min Anilinblau-L6sung
kurz Spllen in agua dest.
kurz Sptilen in absolutem Alkohol
5. Eindecken: tiber Xylol

3.1.6.6. Methode zur Auswertung der Vorversuche zu den histologischen
Farbetechniken

Die Ergebnisse der verschiedenen Farbungen und ihrer Modifikationen werden verglichen be-
ziglich Deutlichkeit der Darstellung von Fibrin allgemein, Unterscheidbarkeit von Fibrin ver-
schiedenen Alters und Darstellung umgebender Gewebestrukturen.
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3.1.7. Vorversuche zur Immunhistochemie

3.1.7.1. Einleitung

Alle Versuche zur Immunhistochemie werden bel Raumtemperatur mit der APAAP-Methode
nach CORDELL et al. (1984) mit den von WALTER (1999) mitgeteilten Modifikationen vorge-
nommen. Zur Ermittlung der jeweils optimalen Methode zur Darstellung des zu bestimmenden
Antigens werden in den Vorversuchen die Antikorperverdiinnung und die V orbehandlung mo-
difiziert. Untersucht werden jeweils ein Schnitt des oben beschriebenen Testgewebes und eine
Negativkontrolle, in der der Priméarantikorper durch inaktiviertes Normalserum der Tierart er-
setzt ist, aus welcher der Antikorper gewonnen wurde. Auch ein Schnitt der oben
beschriebenen Positivkontrolle wird mitgefuhrt.

Die Deckglaser der frisch eingedeckten Schnitte werden grofitenteils fur einige Stunden mit
Bleikl6tzchen beschwert und anschlief3end mit handel stiblichem farblosem Nagellack umrahmt.

3.1.7.2. Allgemeines Schema fur die Durchfuhrung der APAAP-Methode

1. Entparaffinieren:

20 min Xylol

15 min Aceton

15 min Aceton/TBS 1:1
2. 2x 10 min Spulenin TBS
3. nur bel Antigenen, die maskiert vorliegen: Vorbehandlung je nach Antigen und Antikorper.

Sonst nach Schritt 2 weiter mit Schritt 4.
4. 30 min verdinnter Priméarantikorper
nur bei Antikorpern, die nicht aus der Maus stammen: 30 min verdinnter Antikorper zur
Mausifikation. Sonst nach Schritt 4 direkt weiter mit Schritt 6.
30 min verdinnter Briickenantikorper
30 min verdinnter APAAP-Komplex
15 min verdinnter Briickenantikorper
15 min verdinnter APAAP-Komplex
10. 30 min Entwickeln
11. 2xX5min Spulenin TBS
12. Gegenféarben:

1 min Hamalaun konzentriert
1 min Bl&uen in Wasser

13. Eindecken in Kaisers Glyceringelatine und Trocknen

o

© o N

Fir die Schritte 4-9 werden die Schnitte auf Coverplates® aufgezogen und in die Sequenza®-
Farbestation eingesetzt. Nach den Schritten 3-9 erfolgt jewells eine funfminttige Spulung der
Schnitte mit TBS.
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3.1.7.3. Immunhistochemische Darstellung von Fibrin (Fibrin-Einfach-
mar kierung)

Es soll ein Antikorper ermittelt werden, der mit Fibrin von Hunden im formalinfixierten und in
Paraffin eingebetteten Gewebsschnitt reagiert. Hierzu wird der in Kapitel 2.4.3.5.2., S. 22
vorgestellte AK no.350 in verschiedenen Verdiinnungen zwischen 1:20 und 1:200 an Schnitten
des oben beschriebenen Testgewebes in der APAAP-Methode eingesetzt. Als Positivkontrolle
dienen Schnitte des Blutkoagulums vom Menschen.

Das Gewebe wird verschiedenen Vorbehandlungen zur Antigendemaskierung ausgesetzt:
» ohne Vorbehandlung,

e 10 min 0,1%ige Protease (37°C),

e 2x5minMikrowellengerét bei 600 W,

» 3 x5 minMikrowellengerédt bei 600 W,

o 20 min Autoklav bei 1 bar.

Fur die Mikrowellengerét- und die Autoklavbehandlung werden jeweils finf Schnitte in eine
Sigma-Kunststoffkivette mit Citrat-Puffer (pH 6,0) und einigen Siedesteinchen eingestellt. Bei
der Mikrowellenbehandlung wird verdampfter Puffer nach jeweils 5 min aufgefillt. Nach den
Methoden mit Hitzebehandlung werden die Schnitte fur 20-30 min zur AbkUhlung in den
Kunststoffkiivetten belassen.

Als Chromogen in der Entwicklerldsung dient Fast Red TR Salz.

Die Gegenfarbung erfolgt mit HT, das in verschiedenen Einwirkzeiten getestet wird, und an-
schlief3endem Blauen in fliel3endem Leitungswasser.

3.1.7.4. Immunhistochemische Darstellung von Gefalen

Zur Darstellung der Geféal3endothelien mit der APAAP-Methode wird der in Kapitel 2.4.3.6.
(S. 22) erwdhnte gegen den von-Willebrand-Faktor gerichtete Antikdrper (im folgenden
AK VWF genannt) in der Verdiinnung 1:400 eingesetzt. Dieser ist zur Darstellung von Blut-
bzw. Blut-und Lymphgefal3en (nach zweiminttiger bzw. zehnminttiger Vorbehandlung des
Gewebes in 0,1%iger Protease bei 37°C) in Mammatumoren von Hunden geeignet
(GUTBERLET 1994). An je einem Schnitt des Testgewebes wird nach einer dieser Vorbehand-
lungen die genannte Gefal3darstellung vorgenommen, bei einem weiteren nach Vorbehandlung
im Mikrowellengerét fur 2 x 5 min bel 600 W.

Als Chromogen in der Entwicklerldsung dient Fast Red TR Salz.
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3.1.7.5. Gleichzeitige immunhistochemische Darstellung von Fibrin und
Gefallen (Doppelmarkierung)

Bel der Doppelmarkierung werden die Schritte 4-11 des allgemeinen Schemas fir die Durchfih-
rung der APAAP-Methode (vgl. Kapitel 3.1.7.2., S. 29) mit einem anderen verdinnten
Primérantikdrper und einem anderen Chromogen zur Entwicklung wiederholt. Bei einer
Doppelmarkierung kann nur eine V orbehandlungsmethode el ngesetzt werden.

Ziel der Doppelmarkierung ist hier die Darstellung von Fibrin und Geféf3en in einem Schnitt.
Hierzu werden al's Primérantikorper AK no.350 und AK vVWF eingesetzt. Sowohl die Abfolge
der beiden Primérantikorper als auch die der Chromogene der Entwicklerlésungen (Fast Red
TR Salz und Fast Blue BB Salz) wird variiert. Als Gegenfarbung werden verschiedene Kern-
farbungen getestet: 10 min MG, 40 sec HT mit anschlief3endem Blauen, EH in verschiedenen
Einwirkzeiten und mit unterschiedlicher nachfolgender Differenzierungszeit in HCI-Alkohoal.

3.1.7.6. Methode zur Auswertung der Vorversuche zur Immunhistochemie

Die Schnitte der verschiedenen Modifikationen der Fibrin-Einfachmarkierung werden unter-
sucht und verglichen bezlglich Intensitét der Anfarbung des Antigens, Spezifizitét der Darstel-
lung (Kreuzreaktion des Antikorpers mit anderen als dem gewtinschten Antigen und Vergleich
mit den Ergebnissen aus der histologischen Fibrindarstellung), Hintergrund (unspezifische all-
gemeine Anfarbung von Gewebe) und Gewebeerhalt.

Durch den Vergleich der Schnitte der Einfachmarkierung zur Geféal3darstellung wird ermittelt,
ob eine Vorbehandlung im Mikrowellengerét zu den gleichen Ergebnissen fihrt wie eine Vor-
behandlung mit Protease.

Bel den Schnitten der Doppel markierung werden die Auswirkungen der verschiedenen Abfol-
gen der beiden Primarantikdrper und der Chromogene der Entwicklerl6sungen sowie der ver-
schiedenen Arten der Gegenfarbung verglichen.

3.1.8. Rezepte der Ldsungen fir die immunhistochemischen Verfahren und
histologischen Farbungen sowie Verzeichnis der verwendeten Geréte
und Reagenzien

In Kapitel 8.2., S. 127ff finden sich die Rezepte der L ésungen fr die immunhistochemischen
Verfahren und histologischen Farbungen sowie in Kapitel 8.5., S. 145, ein Verzeichnis der
verwendeten Gerdte und Reagenzien.

3.1.9. Hauptversuche

Fur die Hauptversuche werden die in Kapitel 3.1.6 und 3.1.7, S. 25ff und 29ff aufgefihrten
Féarbeanl eitungen entsprechend den Ergebnissen der Vorversuche modifiziert. Diese modifizier-
ten Arbeitsablaufe sind in Kapitel 3.2.5. (S. 44ff) beschrieben.

-31-



Eigene Untersuchungen: Material und Methoden

3.1.10. Untersuchung der H.E.-Schnitte

3.1.10.1. Untersuchung auf Veranderungen, Diagnosen

Schnitte von Mammagewebe werden lichtmikroskopisch auf das Vorhandensein und die Art
von Veranderungen untersucht.

Zunéchst wird vermerkt, ob es sich um unverandertes, nicht neoplastisch verandertes oder
neoplastisch verandertes Gewebe handelt. Als Mammatumoren im engeren Sinne (i.e.S.) gelten
dabel die Neoplasien, die eindeutig aus Driisenzellen oder Myoepithel der Mamma hervorgehen,
die Ubrigen werden als Mammatumoren im weiteren Sinne (i.w.S.) bezeichnet, dasie zwar im
Mammagewebe liegen, aber nicht oder nicht eindeutig aus diesem Parenchym hervorgegangen
sind.

Die Klassifikation von verandertem Gewebe erfolgt in Anlehnung an die WHO-Klassifikation
(HAMPE und MISDORP 1974) und die Arbeit von GUTBERLET (1994).

In der vorliegenden Studie wurden folgende Arten von Veranderungen diagnostiziert:

nichtneopl astische V erénderungen:
Hyperplasie, Fibrose, Zyste, Narbe, Entztindungen;

neoplastische V erénderungen:

Mammatumoren i.w.S.:

* benigne: Osteofibrom;

* semimaligne: Basalzellentumor;

» maligne: gering differenziertes solides Karzinom, Plattenepithelkarzinom, Lymphosarkom,
Fibrosarkom;

Mammatumoren i.e.S.:

* benigne: Adenom, Adenom mit Myoepithel hyperplasie, Myoepitheliom

* maligne: frihe Karzinomstadien (Carcinoma in situ), Adenokarzinom, Adenokarzinom mit
Myoepithelhyperplasie, solides Karzinom, solides Karzinom mit Myoepithelhyperplasie,
anaplastisches Karzinom, scirrhéses Karzinom, Myoepithelkarzinom, komplexes Karzi-
nom, Karzinosarkom.

Der Zusatz "mit Myoepithelhyperplasie€” beschreibt eine nichtmaligne Proliferation des Myoepi-
thels, welche gleichzeitig mit der Driisenepithel neoplasie auftritt. Im komplexen Karzinom sind
sowohl der drisige a's auch der myoepitheliale Anteil des Gewebes maligne entartet. Als Karzi-
nosarkome werden Tumoren bezeichnet, in denen zusétzlich zur malignen Driusenepithel neo-
plasie ein maligner mesenchymaler Anteil auftritt.

Die Schnitte der Lymphknoten werden auf das Vorhandensein von Tumorzellemboli oder
Metastasen untersucht. Liegen von einer Milchlei ste mehrere Inguinallymphknoten vor, so wird
als Lymphknotenstatus fUr diese Leiste der Status des Lymphknotens mit dem erfahrungsgemal}
prognostisch schlechtesten Zustand vermerkt.

-32-



Eigene Untersuchungen: Material und Methoden

3.1.10.2. Wertungspunkte

Um den Grad der Malignitét der bésartigen Mammatumoren i.e.S. darzustellen, erhalten diese
Wertungspunkte nach dem von GUTBERLET (1994) erarbeiteten Schema.

3.1.10.3. Nekrose

Alle Neoplasien werden nach VVorkommen und Menge von Nekrosen im Tumor semiquantitativ
in vier Gruppen eingeteilt. Hierzu wird die geschétzte Grof3e der Nekroseareale in Beziehung
zur geschétzten gesamten Tumorflache bewertet. Gewebefreie Gebiete wie Zystenhohlréume
werden nicht mitbewertet. Eine dhnliche Einteilung verwenden auch andere Autoren (z.B.
PARHAM et al. 1992 fur Mammatumoren vom Menschen), ohne dabei jedoch das Verhdltnis
von Tumorflache und Nekrosefléche zu berticksichtigen.

Nekrosegruppe O: keine Nekrose.

Nekrosegruppe 1: geringgradige Nekrose: hochstens eine kleine Gruppe nekrotischer Zellen im
Tumor.

Nekrosegruppe 2: mallige Nekrose: nekrotische Zellcluster Giber den Tumor verteilt oder Feld/er
von Nekrose, die insgesamt weniger alsein Zehntel der gesamten Tumor-
fléache ausmachen.

Nekrosegruppe 3: massive Nekrose: Feld/er von Nekrose ohne erhaltene Zellstrukturen, die
insgesamt mindestens ein Zehntel der gesamten Tumorflache ausmachen.

3.1.10.4. Blutung

Alle Neoplasien werden nach Vorkommen und Menge von Blutungen im Tumor in vier Grup-
pen eingetellt.

Blutungsgruppe 0: keine Blutung.

Blutungsgruppe 1: geringgradige Blutung: einzelne oder kleine Gruppen von Erythrozyten an
einer oder mehreren Stellen des Tumors, oder eine gréfl3ere Erythrozyten-
gruppe an einer Stelle des Tumors.

Blutungsgruppe 2: méliige Blutung: grof3ere Gruppen von Erythrozyten an mehreren Stellen des
Tumors.

Blutungsgruppe 3: massive Blutung: grof3e Gruppen von Erythrozyten an verschiedenen Stellen
des Tumors, schon in Lupenvergrof3erung (40fach) auffallig.
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3.1.10.5. eitrige Entziindung

Eine eitrige Entziindung liegt fir die Auswertung erst dann vor, wenn sich im Gewebsschnitt
des Tumors viele neutrophile Granulozyten als grof3e Gruppe/n oder als viele kleine, Gber den
Tumor vertellte Gruppen befinden.

3.1.10.6. Angiosis carcinomatosa
Eswird festgestellt, ob Angiosis carcinomatosa oder der Verdacht hierauf vorliegt.

3.1.11. Untersuchung der Schnitte der Spezialdarstellungen

3.1.11.1. Flache des ausgewerteten Tumorgewebes

Um einen Eindruck von der Flache des ausgewerteten Gewebes der Tumoren zu erhalten, wer-
den die maximale Breite und Hohe desselben in mm gemessen und die Tumoren nach dem Pro-
dukt dieser Zahlen in finf Fl&chengruppen eingetellt.

Flachengruppe 1. maximale Breite mal maximale Héhe < 3.
Flachengruppe 2: maximale Breite mal maximale Hohe > 3 -16.
Flachengruppe 3: maximale Breite mal maximale Hohe >16 - 64.
Flachengruppe 4: maximale Breite mal maximale Hohe >64 -196.
Flachengruppe 5: maximale Breite mal maximale Hohe > 196.

3.1.11.2. Vorhandensein einer Kapsel
Es wird festgestellt, ob der Tumor eine im Schnitt erhaltene und auswertbare Kapsel hat.
3.1.11.3. Vorhandensein von Fibrin

Untersucht wird hierzu zunéchst der Schnitt der Fibrin-Einfachmarkierung. Es wird festgestellt,
ob intra- oder extravasal gelegenes Fibrin nachzuweisen ist. Im positiven Falle wird die genaue
Lage bestimmt: liegt esim Tumor oder im nichtneoplastischen Gewebe? Bel Lage im Tumor:
liegt es in der Kapsel, im tbrigen Stroma oder an / in einer Nekrose? Befindet es sich in
Kontakt zu einer Blutung? Areale, welche unmittelbar an ulzerierte Stellen grenzen, werden
nicht bewertet.

3.1.11.4. Thrombosierungen in Tumoren

Der Schnitt der Fibrin-Einfachmarkierung wird auf thrombosierte Gefél3e untersucht. Gefél3e in
Arealen, welche unmittelbar an ulzerierte Stellen grenzen, werden nicht bewertet. Das
Gefaldumen braucht nicht vollstéandig von Fibrin ausgefullt zu sein. Um postoperativ gebildetes
Fibrin auszuschlief3en, muld das Fibrin dabel entweder wandstandig oder in der Shoobridge-
Farbung als dlteres Fibrin zu identifizieren sein. Ist die Lage des Fibrins in Bezug auf ein Ge-
farlumen nicht eindeutig zu erkennen, so wird die entsprechende Stelle im doppelmarkierten
Parallelschnitt aufgesucht und beurteilt.
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Nach der Zahl der Thrombosierungen erfolgt eine Einteilung in vier Thrombos erungsgruppen
(thr O bis thr 3+) Fur die Einteilung der Tumoren in die Thrombosierungsgruppen 2+ und 3+
wird die Zahl der Thrombosierungen in Beziehung zur Grof3e der ausgewerteten Tumorflache
gesetzt.

thr 0.  keine Thrombosierungen.

thr 1+: en einzelnes thrombosiertes Gefa3 im Tumor.

thr 2+: biszwe thrombosierte Gefél3e in Flachengruppe 1.
bisdrel thrombosierte Gefal3e in Fléachengruppe 2.
bis sechs thrombosierte Gefal3e in Flachengruppe 3.
bis zehn thrombosierte Gefél3e in Flachengruppe 4.
bis 20 thrombosierte Gefal3e in Flachengruppe 5.

thr 3+: ab drei thrombosierte Gefél3e in Flachengruppe 1.
ab vier thrombosierte Gefél3e in Flachengruppe 2.
ab sieben thrombosierte Gefél3e in Flachengruppe 3.
ab elf thrombosierte Gefél3e in Flachengruppe 4.
ab 21 thrombosierte Gefal3e in Fléchengruppe 5.

Neben der genauen Lage des betroffenen Gefal3es wird auch dessen Typ bzw. Grofe vermerkt.
AlsKapillaren gelten alle Gefél3e ungeachtet ihres Durchmessers, die lediglich aus einer Schicht
Endothel bestehen, als mittlere Gefal3e alle jene mit mehrschichtiger Wand und einem Durch-
messer unter 50 um, die mit einem gréfieren Durchmesser gelten als grof3e Gefal3e. In der Lite-
ratur ist beschrieben, dal? ab 50 um Durchmesser Arteriolen eine Lamina elastica aufweisen,
Venolen eine Lamina muscularis (KRSTIC 1984).

3.1.11.5. extravasale Fibrinablagerungen in Tumoren

Aredle positiver Fibrindarstellung in der Fibrin-Einfachmarkierung gelten in der vorliegenden
Arbeit al's extravasal e Fibrinablagerungen, wenn sie sich aul3erhalb von Geféalien befinden, je-
doch nicht in Zysten, Alveolen o.a liegen. Auch hier erfolgt wieder eine Einteilung in vier
Gruppen (evf O bis evf 3+)

evf 0: keine extravasalen Fibrinablagerungen

evf 1+: bisinsgesamt 1500 um? extravasal e Fibrinablagerungen

evf 2+: Uber insgesamt 1500 um? extravasale Fibrinablagerungen, die aber in der Lupenver-
grof3erung (40fach) nicht sehr aufféllig erscheinen

evf 3+: schon in der LupenvergrolRerung (40fach) auffalige Fibrinablagerungen, die grol3e
Teile des Tumors einnehmen oder sich an vielen Stellen finden.
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3.1.11.6. fibrinpositive Makrophagen

Finden sich im Tumor Gruppen von Makrophagen mit positiver Fibrindarstellung, so wird dies
vermerkt.

3.1.11.7. GefaRdichte

Bei den Tumoren, von denen eine Endothel zelldarstellung durch AK vVWF vorliegt, wird die
Gefalidichte im Tumor geschétzt. Als Gefal gelten alle VWF-positiven Zellen oder Zell-
aggregate, die von anderen abgesetzt liegen, die Erkennbarkeit eines Gefaldlumens ist nicht
notig (GUIDI et al. 1994, WEIDNER et al. 1991). Lumina ohne Kontakt zu positiven Zellen
gelten als Artefakte (WEIDNER et al. 1991, OBERMAIR et al. 1995). Der gesamte Tumor
wird bei mittlerer Vergroferung (100fach) betrachtet und nach der Geféfidichte semiquantitativ
in eine von vier Gruppen eingeteilt. Bei ungleichmaldiger Vaskularisierung wird der Durch-
schnittseindruck bewertet; man erhalt so einen Eindruck von der Vaskularisierung des Tumors
und vermeidet eine reine Bewertung des hot spots , wie sie zur Bewertung des Grades der
Neovaskularisierung eingesetzt wird (GUIDI et al. 1994).

Geféardichtegruppe O: nicht vaskularisiert (keine Gefél3e im Tumor)
Gefaldichtegruppe 1. gering vaskularisiert

Geféardichtegruppe 2: maldig vaskularisiert

Gefaldichtegruppe 3: stark vaskularisiert

Bei jewells funf Vertretern der Gruppen 1, 2 und 3 werden bel starker Vergrof3erung (400fach)
die Geféfe im Tumor ausgezéhlt. Anschlief3end wird die Tumorflache vermessen und die Zahl
der Gefélke pro mm? berechnet.

3.1.12. Zusammenhdnge zwischen Merkmalen / statistische Tests

Je zwei Merkmale der Mammatumoren i.e.S. werden zueinander in Beziehung gesetzt. Diese
sind fur die Einzeltumoren: Thrombosierungsgruppe / evf-Gruppe; Thrombosierungsgruppe
bzw. evf-Gruppe / Geschlecht des Tieres, Alter des Tieres, Lage des Tumors, Tumorgrolie,
Ulkus, eitrige Entzindung, fibrinpositive Makrophagen, Nekrosegruppe, Blutungsgruppe,
Angiosis carcinomatosa, Geféalidichtegruppe, Klassifikation, Wertungspunkte, Lymphknoten-
status bzw. Krankheitsverlauf; Gefal3dichtegruppe / Nekrosegruppe. AulRerdem werden fir den
Tumor mit der hochsten Punktwertung und den Tumor der hochsten evf- bzw. Thrombosie-
rungsgruppe jeder Mammaleiste die Merkmal spaare Thrombosi erungsgruppe bzw. evf-Gruppe/
Lymphknotenstatus gebildet und fur den Tumor mit der hdchsten Punktwertung und den Tumor
der héchsten evf- bzw. Thrombosierungsgruppe jeden Tieres das Merkmal spaar Thrombosie-
rungsgruppe bzw. evf-Gruppe / Schicksal des Tieres.
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Zur Feststellung, ob zwischen den beiden Merkmalen der Merkmal spaare Thrombosierungs-
gruppe bzw. evf-Gruppe / Wertungspunkte bzw. Alter des Tieres bzw. Tumorgrofde und Tu-
morgrofie / Nekrosegruppe ein Zusammenhang nachweisbar ist, wird der Kruskall-Wallis-Test
durchgefiihrt. Anschlie3end folgen gegebenenfalls paarweise Vergleiche mit dem Mann-
Whitney-Test mit a-Adjustierung nach Bonferroni, wie von SACHS (1992) beschrieben. Fir
die tbrigen Merkmalspaare wird der bei SACHS (1992) beschriebene %2 - Test nach Pearson
durchgefihrt. Zur Feststellung, an welcher Stelle ein gegebenenfalls vermuteter statistischer
Zusammenhang besteht, werden gemal? der Empfehlung von BUHL und ZOFEL (1998) die
Standardresiduen betrachtet. Die Testergebnisse werden im Sinne der explorativen Statistik
interpretiert. Die Tests werden mit Hilfe des Computerprogramms SPSS Version 8
durchgefihrt.

Der Fehler erster Art wird mit o = 5% festgesetzt (p<0,05).
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3.2. ERGEBNISSE

3.2.1. Alters-, Rassen- und Geschlechtsverteilung

Das Alter der untersuchten Tiere zum Zeitpunkt der ersten Entnahme von Mammagewebe vari-

iert von 5,0 bis 18,42 Jahren (vgl. Grafik 1)

Grafik 1: Altersverteilung

N
o

=
(6]

Zahl der Tiere
o 6

o

5 6 7 8 9 10

11

12 13 14 15 16 17 18
Alter (Jahre)

Das durchschnittliche Alter liegt bei 9,34 Jahren (vgl. Tabelle 1). Die Rassenverteilung und das
durchschnittliche Alter der Tiere der einzelnen Rassen ergibt sich aus Tabelle 1.

Alle Tiere (100%) sind weiblich, davon sind 20 (23,81%) kastriert.

Tabdle1:

Rassenverteilung und durchschnittliches Alter der untersuchten Tiere (n=84)

Rasse(n) Zah! der Tiere durchschnittliches
dieser Rasse(n) Alter bel erster
Operation
Mischling 26 Tiere (30,95%) | 9,98 Jahre
Tecke 15 Tiere (17,86%) | 9,56 Jahre
Yorkshire Terrier 8 Tiere (9,52%) 8,24 Jahre
Deutscher Schaferhund 6 Tiere (7,14%) 9,76 Jahre
ubrige Terrier (aul3er Yorkshire Terrier) 5 Tiere (5,95%) 8,34 Jahre
Pudel 4 Tiere (4,76%) 9,41 Jahre
Cocker Spaniel 3 Tiere (3,57%) 9,39 Jahre
Boxer 2 Tiere (2,38%) 9,50 Jahre
kleiner MUnsterlander 2 Tiere (2,38%) 9,04 Jahre
Setter 2 Tiere (2,38%) 9,37 Jahre
Shi-Tzu 2 Tiere (2,38%) 10,50 Jahre
Afghane, Beagle, Chihuahua, kaukas scher jelTier (1,19%) | 8,03 Jahre
Owtscharka, Labrador, Pinscher, Rottweiler,
Saluki, Siberian Husky
gesamt 84 Tiere (100%) 9,34 Jahre
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3.2.2. Ergebnis der Verlaufsuntersuchung

Bel Abschluld der Studie sind 55 Tiere (65,48% aler Hunde) am Leben. Die durchschnittliche
Uberwachungszeit liegt bei 26,2 Monaten. Bei 23 dieser Tiere wurde der angestrebte Uberwa-
chungszeitraum von zwel Jahren um einen bis sieben Monate unterschritten. Die Uberwiegende
Zahl der noch Iebenden Hunde (45 Tiere oder 81,82% der noch Iebenden Hunde) zeigt keine
weiteren Mammatumoren, Metastasen oder Rezidive.

27 Hunde (32,14% aller Tiere) sind innerhalb des Uberwachungszeitraums gestorben oder ge-
totet worden.

Bel acht dieser Tiere (29,63% der Tiere, die nicht mehr am Leben sind bzw. 9,52% aller Tiere)
erfolgte die Totung aufgrund von Mammatumoren bzw. deren Metastasen. Die erste Operation
wurde dabel um durchschnittlich 28,4 Monate Uberlebt. Vier der acht Tiere wurden innerhalb
der ersten eineinhalb Jahre nach der ersten Operation getttet (nach 1,5, 2, 11,5 bzw. 14 Mona-
ten), die Ubrigen Uberlebten ungefahr zwei Jahre (24 bzw. 26 Monate) bzw. deutlich langer (48
bzw. 100 Monate). Funf der acht Tiere waren mehrmals mammektomiert oder tellmammekto-
miert worden. Der Uberlebenszeitraum nach der letzten bzw. einzigen Operation betrug bei den
acht Tieren, welche aufgrund der Mammatumorerkrankung starben oder getétet wurden, zwi-
schen einem und 14 Monaten.

Keinesder 11 Tiere (13,10% aler Tiere), die vor Abschlul? der Studie aufgrund anderer Ursa-
chen starben oder getdtet wurden, Uberlebte die ersten Operation um mehr als zwei Jahre. Von
den Tieren, bei denen die Todes- bzw. Totungsursache nicht bekannt ist, Gberlebten zwel 1anger
als zwei Jahre (26 bzw. 36 Monate).

Eine Ubersicht der Daten zum Schicksal der Tiere bietet Tabelle 2 (S. 40).

3.2.3. Lymphknotenstatus

Bel 51 Tieren (60,71%) werden nach Beurteilung der H.E.-geférbten Schnittpraparate alle vor-
liegenden Lymphknoten asfrel von Metastasen oder Tumorzellemboli eingestuft. Bel elf Tieren
(13,10%) besteht in mindestens einem Lymphknoten Verdacht auf Tumorzellemboli, bei 5 Tie-
ren (5,95%) finden sich in mindestens einem Lymphknoten definitiv Tumorzellemboli. Acht
Tiere (9,52%) weisen Tumormetastasen in mindestens einem Inguinallymphknoten auf.
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Tabele2:
Schicksal, Uberwachungszeitraum, Alter und Tumoranzahl der untersuchten Tiere (n=84)
Schicksal / Krankhetsverlauf Zah! der durch- durch- durch-
des Tieres Tiere schnittliche  schnittliches  schnittliche
(% der Uber- Alter zum Anzahl von
Gesamt- wachungs-/  Zeitpunkt der Mamma-
patienten- Uberlebens- ersten tumoren
zahl) zait nach Operationin i.e.S.
ader Monaten (Min-
Operationin (Min-Max)  Max)**
Monaten
(Min-Max)
am Leben (gesamt) 55 26,2 8,76 3,6
(65,48%) (17-56) (5,0-14,0) (0-13)
ohne neue Mammatumoren, 45 25,6 8,76 3,8
Rezidive oder klinisch feststellbare|[ (53,57%) (17-54) (5,0-14,0) (0-13)
Metastasen
zeigt Rezidive oder neue 6 29,7 8,47 3,8
Mammatumoren (7,14%) (21-56) (5,58-12,0) (3-7)
hat Verdacht auf Fernmetastasen 2 31,0 9,41 15
(2,38%) (26-36) (8,83-10,0) (1-2)
Gesundheitszustand in bezug auf 2 23,5 8,99 1
Mammatumoren unbekannt (2,38%) (22-25) (8,83-9,15)
gestorben oder getétet (gesamt) 27 17,8 10,33 2,8
(32,14%) (0*-100) (7,17-18,42) (0-9)
aufgrund von Mammatumoren/ 8 28,4 9,87 3,9
-Metastasen (9,52%) (1,5-100) (8,0-14,0) (2-7)
nicht aufgrund von Mamma- 11 12,5 10,47 2,6
tumoren (13,10%) (0*-24) (7,42-13,0) (0-9)
ohne neue Mammatumoren, 6 12,3 9,76 1,8
Rezidive oder klinisch (7,14%) (1-21) (7,42-12,0) (0-3)
feststellbare Metastasen
hatte neue Mammatumoren 2 17,0 11,79 50
(2,38%) (15-19) (11-12,58) (2-9)
Gesundheitszustand in bezug 2 14,8 10,03 2,0
auf Mammatumoren unbekannt |[ (2,38%) (5,5-24)  (9,0-11,07) (2-3)
wahrend der ersten Operation 1 o* 13,0 4
getttet (1,19%)
Ursache unbekannt 8 14,5 10,57 2,0
(9,52%) (0,75-36) (7,17-18,42) (0-8)
Verblelb unbekannt 2 entfallt 11,9 2,0
(2,38%) (11,0-12,38) (1-3)
gesamt 84 22,9 9,34 3,3
(100%) (0*-100)  (5,0-18,42) (0-13)

Max: hdchster Wert; Min: niedrigster Wert
* Tier wurde intra operationem getotet

** Tumoren i.w.S. und Mammatumoren i.w.S. werden nicht mitgezahlt. Tiere, von denen nur
Tumoren i.w.S. oder Mammatumoren i.w.S. vorliegen, erhalten die Tumoranzahl "0".
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3.2.4. Ergebnisse der Vorversuche

3.2.4.1. Histologische Farbetechniken zur Darstellung von Thrombosierungen
und extravasalen Fibrinablagerungen

3.2.4.1.1. Ergebnis der Farbung nach Ladewig

Bei dieser Farbung erscheint Fibrin jeden Alters leuchtend zinnoberrot. Obwohl diese Farbe
einen guten Kontrast zur Farbung anderer Gewebestrukturen darstellt, ist das Auffinden kleiner
Fibrinmengen problematisch und eine Interpretation ist nicht immer eindeutig moglich.

3.2.4.1.2. Ergebnis der Farbung nach Shoobridge

Mit Hilfe dieser Farbung kann Fibrin verschiedenen Alters im Gewebsschnitt gut dargestellt
werden. Allerdingsist auch hier das Auffinden kleiner Fibrinmengen schwierig. Dadas Fibrin
verschiedene Farbtone annimmt, ist die Unterscheidung zu anderen Gewebebestandteilen teil-
weise zweifel haft.

Ein optimal es Farbeergebnis erhét man, wenn die Schnitte fir 5 min, also deutlich kiirzer alsin
der Literatur angegeben, in den Primer eingestellt und anschlief?end 10 min, also langer alsin
der Literatur angegeben, in flief3endem L eitungswasser gespullt werden. Es spielt keine Rolle,
ob der Picro-Formol-Primer oder geséttigte wassrige Pikrinsaure verwendet wird und ob die
Temperatur des Primers bel 50°C oder Raumtemperatur liegt. Mit dieser Technik erscheint das
Fibrin je nach Alter zunéchst ungeféarbt (sehr frisches Fibrin) und in diesem Zustand allenfalls
zu vermuten, dann gelborange, orangerot, scharlachrot und schliefdlich blaurot bis blau wie
Kollagen. Esist dann von diesem nicht unterscheidbar. Erythrozyten erscheinen strahlend gelb.

Eine Vorbehandlung mit Picro-Formol-Primer fir 30 min mit anschlief3ender Spuilzeit von
5 min, wie in der Literatur mitgeteilt, fihrt zu gelbstichiger und dadurch nicht sehr kontrast-
reicher Gewebeanfarbung. Auch bei Farbung ohne Primer verliert das Fibrin an Kontrast zur
Umgebung, der Schnitt wird insgesamt dunkler und sehr rotstichig, die Erythrozyten sind un-
aufféllig. Der Einsatz einer roten Farbstoffmischung statt des WPS-Saurefuchsins verschlech-
tert die unterschiedliche Farbgebung von Fibrin verschiedenen Alters.

3.2.4.1.3. Ergebnis der Farbung nach Garvey et al.

In dieser Farbung stellt sich Fibrin in verschiedenen Violettdnen dar. Das Gewebe ist sehr dun-
kel und kontrastarm gefarbt, was sich auch bei Verkirzung der Einstellzeit in die modifizierte
V erhoeff-Farbel 6sung kaum andert. Die Farbung ohne V orbehandlung fiihrt zu noch dunkleren
und kontrastdrmeren Schnitten. Aufgrund der Dunkelheit und Kontrastarmut kann mit dieser
Methode Fibrin allenfalls dann identifiziert werden, wenn esin grof3er Menge vorliegt.

3.2.4.1.4. Ergebnis der Farbung nach Pusey und Edwards

Bei dieser Farbung wird Fibrin leuchtend rosarot angeféarbt. Auch einige Bestandteile des Bin-
degewebes nehmen dhnliche Farbtone an, was eine Interpretation der Farbung sehr schwierig
gestaltet.
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3.2.4.2. Ergebnisse der Vorversuche zur Immunhistochemie
3.2.4.2.1. Ergebnis der Vorversuche zur Fibrin-Einfachmarkierung

Die Vorbehandlung der Schnitte im Mikrowellengerét fir 2 x 5 min bei 600 W und eine Anti-
korperverdinnung von 1:50 erweisen sich als optimal. Mit dieser Methode stellt sich Fibrin
leuchtend rot und spezifisch dar. Alle digjenigen Stellen des Schnittes, welche in histologisch
gefarbten Schnitten fibrinpositiv erscheinen, reagieren stark fibrinpositiv in der Fibrin-Einfach-
markierung, wobei sich die Immunhistochemie bei der Darstellung kleiner Mengen und feiner
Fibrinfasern und -strénge den histologischen Techniken deutlich tberlegen zeigt. Bei der
Thrombusbeurteilung a3t sich teilweise nicht zweifelsfrei erkennen, ob das Fibrin sich inner-
halb eines Gefal3es befindet. Zwischen den Farbeergebnissen fir Fibrin des Hundes und des
Menschen in der Positivkontrolle konnte kein Unterschied festgestellt werden. Esist keinerlel
Hintergrundfarbung des Gewebes vorhanden, teilweise jedoch ist Serum hellrosa angeférbt. In
wenigen Schnitten sind kleine Fast-Red-Partikel verteilt. Der Gewebeerhalt ist bezliglich der
Deutlichkeit von Zellkernen und Zellgrenzen sehr gut. Allerdings |6sen sich einige Gewebetelle
bei der Vorbehandlung im Mikrowellengerét ab. Diese gehen verloren oder legen sich auf ein
benachbartes Gewebetell wieder an, was eine Beurteilung des betroffenen Gebietes verhindert.
In der Negativkontrolle zeigt sich keinerlel Anféarbung.

Eine langere Vorbehandlung im Mikrowellengerét verbessert das Farbeergebnis nicht, fuhrt
aber zu deutlich mehr Verlusten durch Abschwimmen. Bei Vorbehandlung im Autoklaven wird
Fibrin zwar ebenso stark angeféarbt wie bei der Mikrowellenvorbehandlung, ist aber nicht klar
zur Umgebung abgegrenzt (verwaschen) und der Hintergrund erscheint schwach rosa. Der
Gewebeerhalt ist etwas schlechter al's nach der Mikrowellenbehandlung. Die V orbehandlung mit
Protease fUhrt zu einer sehr schwachen Fibrinfarbung bei gleichzeitig recht starker Hintergrund-
farbung, der Gewebeerhalt ist maliig. In Schnitten ohne Vorbehandlung ist keine Fibrinanfar-
bung erkennbar. Hintergrund und Gewebeerhalt der Negativkontrollen entsprechen jeweils die-
sen Ergebnissen.

Ist die Verdiinnung des AK no.350 stérker als 1:50, so wird die Fibrindarstellung zunehmend
blasser. Bei geringerer Verdinnung wird sie nicht deutlicher, es zeigt sich aber zunehmend
Hintergrundanférbung.

Bel Gewebsschnitten, deren Deckglas mit Nagellack umrahmt wurde, befindet sich im Ver-
gleich mit den Nichtumrahmten nach einigen Tagen deutlich weniger Luft im Spaltraum zwi-
schen Deckglas und Objekttrager.

Fur eine optimale Gegenfarbung der Schnitte werden diese fur 40 sec in Hamatoxylin nach
Mayer eingestellt, gefolgt von mindestens dreimindtigem Bléuen in flie3endem Leitungswasser.
Diesfuhrt zu deutlicher, hell blau-violetter Zellkerndarstellung, erkennbarer Darstellung anderer
Strukturen und klarem Kontrast zum Rot des Fibrins, ohne dies zu tberdecken (vgl. Abbildun-
gen 1-4, S. 53 und 54).
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3.2.4.2.2. Ergebnis der Vorversuche zur immunhistochemischen Dar stellung von Gefal3en

Sowohl die Vorbehandlung der Schnitte mit Protease als auch im Mikrowellengerét fhrt zu ei-
ner deutlichen Anférbung der Endothelien, teilweise findet sich eine positive Darstellung auch in
den Gefaldumina. Eine Vorbehandlung der Schnitte mit Protease resultiert in etwas kréftigerer
Farbgebung als eine Vorbehandlung im Mikrowellengerét, aber auch in maldiger Hintergrund-
farbung besonders des Bindegewebes. Mikrowellenvorbehandelte Schnitte weisen keinerlei
Hintergrundférbung auf.

Die nach Mikrowellenvorbehandlung dargestellten Gefal3e entsprechen weitgehend denen nach
zweiminitiger Proteasevorbehandlung, bei welcher nach GUTBERLET (1994) Blutgefalie
deutlich und Lymphgeféi3e kaum dargestel It werden.

3.2.4.2.3. Ergebnisder Vorversuche zum immunhistochemischen Nachweis zaweier Antigene
in einem Gewebsschnitt (Doppel markierung)

Die Darstellung des ersten Primérantikorpers durch Fast Blue BB Salz und des zweiten durch
Fast Red TR Salz erweist sich as vorteilhaft gegentiber der umgekehrten Reihenfolge, da das
jewells zuerst eingesetzte Chromogen etwas von dem danach eingesetzten mitgetont wird und
einen Violettstich erhélt. Die Farbe des zur Darstellung des zweiten Priméarantikorpers gewahl -
ten Chromogens entspricht hingegen der in einer Einfachmarkierung. Das leuchtende Rot von
mit Fast Red TR Salz dargestellten Strukturen setzt sich gegen einen violetten Farbton sehr viel
deutlicher ab a's das Dunkelblau von mit Fast Blue BB Salz dargestellten Strukturen. Da Fibrin
in der Einfachmarkierung mit Fast Red TR Salz geféarbt wird, wird die Kombination
AK n0.350/ Fast Red TR Salz beibehalten. Somit wird AK no.350 als zweiter Priméranti-
korper eingesetzt, AK VWF als erster.

Als Gegenféarbung erweist sich Eisenhdmatoxylin nach Weigert fir 2 min mit nachfolgender
Differenzierung in HCI-Alkohol fir 1 min as optimal. Zellkerne erscheinen kréftig dunkelgrau,
Ubrige Gewebebestandteile sind hellgrau gefarbt. Langeres Einstellen in die Farblésung oder
kirzere Differenzierung resultiert in einer zu dunklen Féarbung der Schnitte. Bei kirzerem Ein-
stellen in diese FarblGsung oder |angerem Differenzieren der Schnitte verliert die Darstellung an
Kontrast. Gegenférbung mit Hamatoxylin nach Mayer bzw. Methylgrin verleiht den Zellkernen
eine violette bzw. kréftig blauttirkise Farbe. Diese Farbldsungen sind fur die Gegenfarbung un-
geeignet, da es keinen deutlichen Kontrast zu den mit Fast Blue BB Salz bel der Doppel markie-
rung dargestel Iten Gefalken gibt. Nach BOCK (1989) ist Methylgriin zudem instabil und muRin
synthetische Medien eingedeckt werden, in denen sich die verwendeten Chromogene [dsen
wrden.

Bei Darstellung mit der resultierenden optimalen Methode erscheint Fibrin sowohl in den
thrombosierten Gefél3en als auch extravasal in den meisten Féllen leuchtend rot, die GeféRendo-
thelien violett. Einige Thrombi und extravasal e Fibrinablagerungen reagieren jedoch nicht nur
mit AK no.350, sondern auch mit AK vWF. Esist keine Hintergrundférbung festzustellen.



Eigene Untersuchungen: Ergebnisse

3.2.5. Durchfithrung der Hauptversuche

Aus den Ergebnissen der Vorversuche ergeben sich folgende Durchfiihrungen der Hauptversu-
che:

3.2.5.1. Durchfihrung der histologischen Darstellung von Fibrin im Haupt
versuch

Modifizierte Farbung nach Shoobridge (Anderungen gegeniiber den Anweisungen in der Litera-
tur sind durch Fettung kenntlich gemacht.):

1. Entparaffinieren: Xylol und absteigende Alkoholreihe
2. Vorbehandlung zur Kernférbung:
10 min Eisenalaun-L 6sung
1 min Spulen in flieffendem Leitungswasser
1 min Spulen in aqua dest.
3. Kernféarbung:
7 min Hamatoxylin nach Mayer
1 min Spulen in flieffendem Leitungswasser
30 sec Spulen in Saurealkohol
10 min Spilen in flief3endem L eitungswasser
kurz Spllen in aqua dest.
4. Vorbehandlung zur Bindegewebs- und Fibrinfarbung:
5 min gesattigte wassrige Pikrinsaure
10 min Spulen in flieRendem L eitungswasser
5. Bindegewebs- und Fibrinférbung (bel hdchstens 20°C):
5 min Farben in WPS-Orange G
je 10 Dipsin 3 x agua dest.
5 min Férben in WPS-Saurefuchsin
je 10 Dipsin 3 x agua dest.
5 min Farben in WPS-Anilinblau
je 10 Dipsin 3 x agua dest.
3 x Spulen in absolutem Alkohol
6. Eindecken: tiber Xylol
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3.2.5.2. Durchfihrung der immunhistochemischen Darstellung von Fibrin
im Hauptversuch

APAAP-Einfachmarkierung (Die flr den eingesetzten Antikorper bei Anwendung der in der Li-
teratur beschriebenen APAAP-Methode notige ermittelte V orbehandlung und Verdinnung ist
unterstrichen dargestellt. Anderungen gegeniiber den Anweisungen in der Literatur sind durch
Fettung kenntlich gemacht.):

1. Entparaffinieren:
20 min Xylol
15 min Aceton
15 min Aceton/TBS 1:1
2x 10 min Spulenin TBS
3. Vorbehandlung:
2 x 5 min Einstellen in Mikrowellengerét bei 600 W (je funf Schnitte in einer Kunststoffki-
vette mit Citratpuffer (pH 6,0) und einigen Siedesteinchen, verdampften Puffer jewells
nach 5 min auffillen.)
30 min Abkuhlen
30 min Primérantikorper: AK no0.350 in der Verdiinnung 1:50
30 min verdinnter Brickenantikorper
30 min verdinnter APAAP-Komplex
15 min verdunnter Briickenantikorper
15 min verdinnter APAAP-Komplex
30 min Entwickeln (Chromogen: Fast Red TR Salz)
10. 2x5 min Spilenin TBS
11. Gegenféarben:
40 sec Einstellen in Hamatoxylin nach Mayer
> 3 min Blauen in Wasser
12. Eindecken in Kaisers Glyceringelatine und Deckglaschen nach der Trocknung mit
farblosem Nagellack umrahmen

N

©ooN O

Fir die Schritte 4-8 werden die Schnitte auf Coverplates® aufgezogen und in die Sequenza®-
Farbestation eingesetzt. Nach den Schritten 3-8 erfolgt jewells eine funfminttige Spulung der
Schnitte mit TBS.

3.2.5.3. Durchfihrung der immunhistochemischen Darstellung von GefalRen
im Hauptversuch

In den Hauptversuchen werden Gefale nur im Rahmen der Doppel markierung dargestellt.
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3.2.5.4. Durchfihrung der Doppelmarkierung im Hauptversuch

APAAP-Doppelmarkierung (Die ermittelte optimale Reihenfolge der Antikorper und Chromo-
geneist durch Unterstreichung kenntlich gemacht. In der Literatur nicht in dieser Art mitgeteilte
Schritte sind durch Fettung gekennzeichnet.):

1.-3.  wie Schritte 1-3 in Kapitel 3.2.5.2.,, S. 45
4. 30 min erster Primérantikorper: AK vVWE in der Verdinnung 1:400
5. 30 min Mausifikation: verdiinntes Maus-Anti-Rabbit 1gG
6.-9.  wie Schritte 5-8 in Kapitel 3.2.5.2,, S. 45
10. 30 min Entwickeln (Chromogen: Fast Blue BB Salz)
11. 2x5 min Spulenin TBS
12. 30 min zweiter Primérantikorper: AK no.350 in der Verdinnung 1:50
13.-16. wie Schritte 5-8 in Kapitel 3.2.5.2,, S. 45
17. 30 min Entwickeln (Chromogen: Fast Red TR Salz)
18. 2x5 min Spulenin TBS
19. Gegenfarben:
2 min Einstellen in Eisenhamatoxylin nach Weigert
1 min Differenzieren in HCI-Alkohol
12. Eindecken in Kaisers Glyceringelatine und Deckglaschen nach der Trocknung
mit farblosem Nagellack umrahmen

Fir die Schritte 4-9 und 12-16 werden die Schnitte auf Coverplates® aufgezogen und in die
Sequenza®-Farbestation eingesetzt. Nach den Schritten 3-9 und 12-16 erfolgt jeweils eine
funfmindtige Spulung der Schnitte mit TBS.

3.2.6. Untersuchte Tumoren

Von den 84 Tieren, welche aufgrund von Mammaneoplasien operiert wurden, litten drei
(3,57% aller Tiere) lediglich an Tumoren i.w.S. (je ein Abszel3, eine chronische interstitielle
Mastitis und eine Phlegmone mit Hyperplasie des Mammagewebes). Bei zwei Tieren (2,38%
aler Tiere) finden sich ausschliefdlich Mammatumoren i.w.S. (in einem Fall ein Lymphosar-
kom, in dem anderen zwei gering differenzierte solide Karzinome und ein Basal zellentumor).
Von den Ubrigen 79 Tieren (94,05%) liegt wenigstens ein Mammatumor i.e.S. vor.

Von drei dieser 79 Tiere (3,57% aller Tiere) stammen sowohl je ein oder zwei Mammatu-
mor(en) i.w.S. als auch ein oder mehrere Mammatumoren i.e.S. Im ersten Fall sind diesein Fi-
brosarkom und ein benigner Mammatumor i.e.S., im zweiten Fall ein Plattenepithelkarzinom,
zwei maligne und zwel benigne Mammatumoren i.e.S. und im dritten Fall ein Plattenepithel-
karzinom, ein Osteofibrom, sechs maligne und ein benigner Mammatumor i.e.S.

76 Tieren (90,48% aller Tiere) wurden ausschliefdlich Mammatumoren i.e.S. enthommen. 58
dieser Tiere zeigen einen oder mehrere maligne Mammatumoren i.e.S. und keine benignen Neo-
plasien, eines lediglich einen benignen Mammatumor i.e.S. und die tbrigen 17 Tiere sowohl
mindestens einen malignen al's auch mindestens einen benignen Mammatumor i.e.S.
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Von den 57 Tieren (67,86% aller Tiere), welche an mehreren neoplastischen Verdnderungen der
Mamma litten, liegen bel der Mehrzahl (41 Tiere oder 71,93% der Tiere mit mehreren Neopla-
sien) Tumoren verschiedener Klassifikationen zur Untersuchung auf Fibrin vor.

Es ergibt sich folgende Verteilung der Diagnosen der neoplastischen Veranderungen der
Mamma

Mammatumoren i.w.S. (insgesamt acht Tumoren):

» benigne (ein Tumor): ein Osteofibrom,

» semimaligne (ein Tumor): ein Basalzellentumor;

» maligne (sechs Tumoren): je zwei gering differenzierte solide Karzinome und Plattenepithel -
karzinome sowie je ein Lymphosarkom und Fibrosarkom.

Mammatumoren i.e.S. (insgesamt 269 Tumoren):

* benigne (32 Tumoren): 13 Adenome, zehn Adenome mit Myoepithelhyperplasie und neun
Myoepitheliome;

« maligne (237 Tumoren): 122 Adenokarzinome mit Myoepithelhyperplasie, 88 Adenokarzi-
nome, zehn komplexe Karzinome, vier solide Karzinome, je drei Gberwiegend anaplastische
Karzinome mit vereinzelter Alveolenbildung, Myoepithelkarzinome, scirrhose Karzinome
und Karzinosarkome sowie ein solides Karzinom mit Myoepithelhyperplasie.

Bel 20 Tieren (23,81% aller Tiere) finden sich ausserdem frihe Karzinomstadien.

Bei sieben Tieren (8,33% aller Tiere) liegen nicht von allen bel diesem Tier im H.E.-Praparat
vorhandenen Tumortypen Exemplare fir die Untersuchung auf Fibrin vor. Bei einem Tier
(1,19%) konnte der bosartigste Tumor nicht auf Fibrin untersucht werden. Von acht Hunden
(9,52%) fehlen Préparate von Operationen, welche vor Beginn der Studie durchgeftihrt worden
waren.

3.2.7. GefaRdichte

Die Auszéhlung der Gefa3e von je funf Vertretern der verschiedenen Geféarkdichtegruppen
ergiebt folgende Ergebnisse;

Gefaldichtegruppe 1: im Mittel 8,5 GefaRanschnitte/mm? (5,4 bis 13,0; Median: 7,8).
Gefaldichtegruppe 2: im Mittel 19,5 GefaRanschnitte/mm? (13,6 bis 27,4; Median: 16,5).
Gefaldichtegruppe 3: im Mittel 69,9 GefaRanschnitte/mm? (35,8 bis 131,1; Median:52,2).
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3.2.8. Nachweis von Thrombosierungen und extravasalen Fibrinablagerungen
in_Inguinallymphknoten

Die Ergebnisse des Fibrinnachweises in den Inguinallymphknoten von 33 Tieren (39,29% aller
Tiere) aus 35 Operationen sind in Tabelle 3 zusammengefasst.

Es werden 20 Lymphknoten, welche im H.E.-Préparat frel von Metastasen oder Tumorzellem-
boli erscheinen, auf das Vorhandensein von Fibrin untersucht. Zwolf Lymphknoten sind frei
von Fibrin. In acht Lymphknoten zeigt sich Fibrin in Form extravasaler Ablagerungen. Diese
befinden sich in zwei dieser Lymphknoten in Kontakt mit Blutungen, in vier Lymphknoten sind
nur ein oder zwel kleine Ablagerungen zu finden, und in zwei Lymphknoten finden sich diverse
Ablagerungen.

Drei von vier untersuchten Lymphknoten, bel denen der Verdacht auf Tumorzellemboli besteht,
sind fibrinnegativ. Ein Lymphknoten zeigt zwei kleine extravasale Fibrinablagerungen.

Vier Lymphknoten, in welchen im H.E.-Praparat Tumorzellemboli zu erkennen sind, werden
untersucht. Zwei Lymphknoten sind frei von Fibrin. In je einem finden sich eine kleine extrava-
sale Fibrinablagerung bzw. einige kleine extravasal e Fibrinablagerungen und ein thrombosiertes
grof3es Gefals.

Sieben Lymphknoten mit im H.E.-Préparat sichtbaren Metastasen werden untersucht. In zwei
Lymphknoten finden sich kleine extravasal e Fibrinablagerungen. Finf Lymphknoten weisen
sowohl Thrombosierungen als auch extravasale Fibrinablagerungen auf: zwei Lymphknoten
zeigen kleine extravasal e Fibrinablagerungen und zwischen einem und vier thrombosierte Ge-
fal3e unterschiedlicher Grof3e, in den Ubrigen beiden Lymphknoten treten vor allem innerhalb
der Metastase einige nekroseassoziierte Fibrinablagerungen und Thrombosierungen auf sowie
ein bzw. drei thrombosierte(s) Gefal3(e) im verbliebenen Lymphknotengewebe bzw. in dessen
Umgebung.

Tabele 3:

Thrombosierungen und extravasal e Fibrinablagerungen in Inguinallymphknoten (n=33)

Lymphknotenstatus im || frei von Fibrin evf thr evf und thr

H.E.-Préaparat Zahl der Lymphknoten (% der Lymphknoten mit diesem Status)

keine Metastasen oder 12 8 - -

Emboli (n=20) (60,00%) (40,00%)

Verdacht auf 3 1 - -

Tumorzellemboli (n=4) (75,00%) (25,00%)

mit 2 1 - 1

Tumorzellemboli (n=4) (50,00%) (25,00%) (25,00%)

mit Metastase (n=7) - 2 - 5
(28,57%) (71,43%)

evf: extravasale Fibrinablagerung(en); thr: Thrombosierung(en)
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3.2.9. Nachweis von Thrombosierungen und extravasalen Fibrinablagerungen
in_nichtneoplastischem Mammagewebe

3.2.9.1. unveréandertes Mammagewebe

Von 70 Hunden (83,33% aller Tiere) wird unverandertes Mammagewebe auf das Vorhanden-
sein von Fibrin untersucht. Bei 55 Tieren kann kein Fibrin im Normalgewebe nachgewiesen
werden. In acht Fallen finden sich eine oder mehrere extravasal e Fibrinablagerungen, welche
bei sechs Tieren stets und bei einem Tier zur Halfte blutungsassoziiert auftreten. Bei sechs die-
ser acht Tiere kdnnen nur je eine oder zwei kleine Fibrinablagerungen dargestellt werden, bei
zwel Tieren treten mehr as funf Fibrinablagerungen auf. Bei sieben Tieren treten Thrombosie-
rungen auf. Bei funf dieser sieben Tiereist je ein Gefal3 betroffen, bei einem Tier zwel Gefél3e
in Tumornahe und bei einem weiteren Tier acht Gefél3e in Tumornahe (vgl. Tabelle 4).

Tabelle 4: Thrombosi erungen und extravasal e Fibrinablagerungen in nichtneopl astischem
Mammagewebe und friihen Mammakarzinomstadien

Art des Mammagewebes || frel von Fibrin evf thr evf und thr
Zahl der Tiere, von denen Proben vorlagen
(% aler Tiere dieser Gruppe)

unverandert (n=70) 55 (718,5/%) 8 (1,,43%) 7 (10,00%) -

hyperplastisch oder 32 (91,43%) 2 (5,71%) 1 (2,86%) -
fibrotisch (n=35)

entzindet, Gewebe sonst || 1 (25,00%) 3 (75,00%) - -
unveréndert (n=3)

frihe Karzinome (n=20) || 19 (95,00%) 1 (5,00%) - -

evf: extravasale Fibrinablagerung(en); thr: Thrombos erung(en)

3.2.9.2. nichtneoplastisch verandertes Mammagewebe

Hyperplastisches und/oder fibrotisches Mammagewebe liegt von 35 Tieren (41,67% aller Tiere)
vor. In 32 dieser Proben findet sich kein Fibrin. In einer der Proben kann eine thrombosierte
Kapillare dargestellt werden, in einer weiteren zwei kleine extravasal e Fibrinablagerungen an
einer Blutung. Bei einem Tier mit Mastitis im hyperplastischen Mammagewebe finden sich
diverse extravasal e Fibrinablagerungen. Auch in zwel Fallen von purulenter Mastitis und einem
Fall von abszedierender Mastitis bel ansonsten unverandertem Mammagewebe kdnnen eiter-
assoziierte Fibrinablagerungen beobachtet werden, nicht jedoch im Falle einer chronisch inter-
dtitiellen Mastitis bel ansonsten unverandertem Mammagewebe (vgl. Tabelle 4).

3.2.10. Nachweis von Thrombosierungen und extravasalen Fibrinablagerungen
in Mammagewebe im frihen Karzinomstadium

Von 20 Hunden (23,81% aller Tiere) wird Gewebe mit frihen Mammakarzinomstadien unter-
sucht. Diese sind in nur einem Fall, welcher mit einer Mastitis einhergeht, mit extravasalen Fi-
brinablagerungen assoziiert (vgl. Tabelle 4).
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3.2.11.

Nachweis von Thrombosierungen und extravasale Fibrinablagerungen

in Mammatumoren i.w.S.

Zum Vorkommen von extravasalen Fibrinablagerungen und Thrombosierungen in Mammatu-
moren i.w.S. vgl. Tabelle 5. Zwel Drittel der malignen Tumoren weisen extravasale Fibrinab-
lagerungen und mindestens eine Thrombosierung auf, wahrend die beiden als benigne bzw.
semimaligne klassifizierten Neoplasien frel davon sind.

Tabele5:
Thrombosierungen und extravasal e Fibrinablagerungen in Mammatumoren i.w.S. (n=8)
Thrombosi erungsgruppe
0 1+ 2+ 3+
0 |[ Osteofibrom, - - -
Basal zellentumor,
2 gering diffe-
renzierte solide
evf- Karzinome
Gruppe 1+ - - - -
2+ - Lymphosarkom - Fibrosarkom
3+ - - Plattenepithel- Plattenepithel -
karzinom karzinom
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3.2.12. Nachweis von Thrombosierungen und extravasale Fibrinablagerungen
in Mammatumoren i.e.S.

3.2.12.1. Vorhandensein von Thrombosierungen und extravasalen Fibrin
ablagerungen

Es werden 269 Mammatumoren i.e.S. von 79 Tieren untersucht. Bel 164 Tumoren (60,97%
der Mammatumoren i.e.S.) verlauft der Fibrinnachweis negativ, in den tbrigen 105 Tumoren
(39,03%) kann Fibrin in Form von extravasalen Ablagerungen und/oder Thrombi dargestel It
werden. Mehr als drei Viertel der Tumoren, die massive Fibrinablagerungen aufweisen, sind
auch von vielen Thrombosi erungen betroffen und umgekehrt. Ausschlief3ich extravasale Fibri-
nablagerungen, aber keine Thrombosierungen liegen in sieben Tumoren (2,60%) vor,
20 Tumoren (7,43%) sind von Thrombosierungen, nicht aber von extravasalen Fibrinablage-
rungen betroffen (vgl. Tabelle 6). Der x2-Test weist auf einen Zusammenhang zwischen
Thrombosierungs- und evf-Gruppe eines Tumors hin.

Bel 26 Tieren (32,91% aller Tiere mit Mammatumoren i.e.S.) liegen in keinem der untersuchten
Tumoren extravasal e Fibrinablagerungen oder Thrombosierungen vor, bei 53 Tieren (67,09%)
ist wenigstens ein Tumor von mindestens einer extravasalen Fibrinablagerung oder mindestens
einem thrombosierten Gefal3 betroffen.

Tabelle6:
Thrombosierungen und extravasal e Fibrinablagerungen in Mammatumoren i.e.S. (n=269)
Thrombosi erungsgruppe
0 1+ 2+ 3+ Summe
Anzahl der Tumoren (% der Mammatumoren i.e.S.)
0 164 12 7 1 184
(60,97%) (4,46%) (2,60%) (0,37%) [ (68,40%)
1+ 5 4 17 4 30
evf- (1,86%) (1,49%) (6,29%) (1,49%) | (11,15%)
Gruppe 2+ 2 4 8 4 18 85
(0,74%) (1,48%) (2,97%) (1,49%) | (6,69%) [ (31,60%)
3+ - 1 7 29 37
(0,37%) (2,60%) (10,78%) | (13,75%)
171 21 39 38
Summe || (63,57%) (7,81%) (14,50%) (14,13%)
| 98 (36,43%)
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3.2.12.2. Art und Lage von extravasalen Fibrinablagerungen

In 85 Mammatumoren i.e.S. kdnnen extravasal e Fibrinablagerungen dargestellt werden (vgl.
Tabelle 6, S. 51), welche sich als vereinzelte, meist diinne Strange oder Flecken unterschiedli-
cher Grofse im Tumorstroma finden (vgl. Abbildungen 1-3, S. 53 und 54).

Bel 65 dieser Tumoren ist eine Kapsel vorhanden. In funf Fallen (7,69% aller Mammatumoren
i.e.S. mit extravasalen Fibrinablagerungen und Kapsel) treten extravasale Fibrinablagerungen
ausschliefdlich dort auf, in neun Fallen (13,85%) in der Kapsel und im tbrigen Tumor und in 51
Tumoren (78,46%) ausschlief3lich im sonstigen Tumorgewebe (vgl. Kapitel 8.4., S. 134ff).

67 der Mammatumoren i.e.S. mit extravasalen Fibrinablagerungen sind von Nekrosen betrof -
fen. Bei gut einem Sechstel dieser Tumoren sind die extravasalen Fibrinablagerungen aus-
schliefdlich auf die nekrotischen Areale beschrankt, bel knapp der Halfte der Tumoren mit extra
vasalen Fibrinablagerungen und Nekrosen findet sich ein Teil der extravasalen Fibrinablagerun-
gen in Nekrosekontakt, andere im vitalen Tumorgewebe. Im Ubrigen Drittel besteht kein Kon-
takt von Nekrose und Fibrinablagerung. In Tumoren mit vielen extravasalen Fibrinablagerun-
gen liegen diese haufig in Nekrosekontakt (vgl. Tabelle 7 und Abbildung 1, S. 53).

Tabelle7:

L age von extravasalen Fibrinablagerungen in Mammatumoren i.e.S. mit Nekrosen (n=67)
Lage der evf-Gruppe

extravasale(n) Fibrinablagerung(en) 1+ 2+ 3+
(n=Zahl der Tumoren; Zahl der Tumoren (% der Tumoren in dieser
% der Tumoren mit evf und Nekrose) Beziehung zur Nekrose)

nur an/in Nekrose (n=12; 17,91%) 4 (33,33%) 1 (8,33%) 7 (58,33%)
teils in Nekrosekontakt (n=33; 49,25%) 1 (3,03%) 5(15,15%) 27 (81,81%)
nicht in Nekrosekontakt (n=22; 32,84%) | 12 (54,55%) 7 (31,82%) 3 (13,64%)

Bei 74 der Mammatumoren i.e.S. der evf-Gruppen 1+ bis 3+ finden sich Blutungen. In zehn
Féllen (13,51% aller Mammatumoren i.e.S. mit extravasalen Fibrinablagerungen und Blutun-
gen) ist das extravasale Fibrin ausschliefdlich blutungsassoziiert zu finden, in 34 Tumoren
(45,95%) kommt extravasales Fibrin sowohl in Kontakt mit Blutungen als auch unabhangig
davon vor (vgl. Abbildung 2, S. 53), und in 28 Féllen (37,84%) besteht in der untersuchten
Schnittebene nie Kontakt von extravasalen Fibrinablagerungen mit Blutungen (vgl. Kapitel
8.4., S. 134ff).

In den Gewebsschnitten von 50 Mammatumoren i.e.S. liegt ein Teil des extravasalen Fibrins
direkt perivaskulér (vgl. Abbildung 3, S. 54 und Kapitel 8.4., S. 134ff). In der Halfte dieser
Tumoren befindet sich ein Grof3teil dieser perivaskularen Fibrinablagerungen in nekrotischen
Arealen. In gut einem Funftel kann nur jeweils eine direkt perivaskulére Fibrinablagerung
dargestellt werden.
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Abbildung 1": Nekrose mit begleitenden extravasalen Fibrinablagerungen (Pfeile).
Adenokarzinom mit Myoepithelhyperplasie (Tumor 312-96 (4) 1 von Tier Nr. 73). APAAP-
Einfachmarkierung zur Fibrindarstellung/Hiamatoxylin.

Abbildung 2*: Blutung mit begleitender Fibrinablagerung (Pfeil) und Blutungen ohne beglei-
tende Fibrinablagerung (Pfeilkopfe) in der Kapsel eines soliden Karzinoms (Tumor 49-96 (7)
von Hund Nr. 68). APAAP-Einfachmarkierung zur Fibrindarstellung/Hdmatoxylin.

* Abbildungen erstmals verdffentlicht in: Golombiewski et al. (1997)
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Abbildung 3* . Fibrin innerhalb (Pfeilkopfe) und auBlerhalb (Pfeile) eines GefdBBes. Solides
Karzinom (Tumor Nr. 2855-95 (5) von Tier Nr. 21). APAAP-Einfachmarkierung zur
Fibrindarstellung/ Hamatoxylin.

Abbildung 4™ Frischer Thrombus in einem GefiB. Ein Teil des Fibrins haftet am Gefiendo-
thel (Pfeilkopf), zwischen Erythrozyten hat sich ein Fibrin-Netzwerk gebildet (Pfeil). Solides
Karzinom (Tumor Nr. 2855-95 (5) von Tier Nr. 21). APAAP-Einfachmarkierung zur Fibrin-
darstellung/ Hamatoxylin.

* Abbildungen erstmals verdffentlicht in: Golombiewski et al. (1997)
54



Eigene Untersuchungen: Ergebnisse

3.2.12.3. GrolRe und Lage von thrombosierten Gefal3en

In 98 Mammatumoren i.e.S. kénnen Thrombosierungen dargestellt werden (vgl. Abbildungen
3 und 4, S. 54). In 34 dieser Tumoren (34,69% aller Mammatumoren i.e.S. mit Thrombosie-
rungen) sind ausschliefdlich Kapillaren betroffen, in neun Tumoren (9,18%) ausschliefdich
mittlere und/oder grol3e Gefal3e. Sowohl thrombosierte Kapillaren als auch mittlere und/oder
grof3e Gefél3e finden sich in 55 Féllen (56,12%), wobei in gut zwei Dritteln dieser Tumoren die
Zahl der thrombosierten Kapillaren die der thrombosierten sonstigen Gefaf3e Gbersteigt (vgl.
Kapitel 8.4., S. 134ff). Zur Vertellung der Thrombosierungsgruppen vgl. Tabelle 8.

Tabelle 8: Geféardgrofe und Thrombos erungsgruppe in Mammatumoren i.e.S. mit Thrombosie-
rungen (n=98)

betroffene(s) Gefaly(e) Thrombos erungsgruppe
1+ 2+

Zahl der Tumoren (% aller Tumoren mit Thrombosi erungen)
nur Kapillare(n) 15 (15,31%) 16 (16,33%) 3 (3,06%)
Kapillare(n) und mittlere(s) - 15 (15,31%) 14 (14,29%)
Geféal oder Kapillare(n) und
grof¥e(s) Gefaly(e)
Kapillare(n), mittlere(s) und - 5 (5,10%) 21 (21,43%)
grof¥e(s) Gefaly(e)
nur mittlere(s) Gefaly(e) 4 (4,08%) 2 (2,04%) -
nur grof3es Gefaf3 2 (2,04%) - -
nur mittleres und grof3es Gefal3 - 1 (1,02%) -

In den 78 Mammatumoren i.e.S. der Thrombosierungsgruppen 1+ bis 3+, welche eine Kapsel
aufweisen, sind in 14 Féllen (17,95% aler Mammatumoren i.e.S. mit Thrombosierungen und
Kapsel) die thrombosierten Gefalde ausschliefflich in der Kapsel zu finden, in 38 Fallen
(48,72%) ausschliefdich im Ubrigen Tumorstroma. In den verbleibenden 26 Tumoren (33,33%)
sind die Thrombosierungen sowohl in der Kapsel als auch im Ubrigen Tumor lokalisiert (vgl.
Kapitel 8.4., S. 134ff).

In 71 der Mammatumoren i.e.S. mit Thrombosierungen treten Nekrosen auf. In einem Tumor
(1,41% aller Mammatumoren i.e.S. mit Thrombosierungen und Nekrose) stehen alle thrombo-
sierten Gefél3e in Kontakt mit der Nekrose, in 44 Fallen (61,97%) sind die Thrombosierungen
ausschliefdlich ausserhalb der nekrotischen Areale lokalisiert. 26 Tumoren (36,62%) weisen
thrombosierte Gefél3e sowohl ausserhalb von nekrotischem Gewebe a's auch in Kontakt damit
auf (vgl. Kapitel 8.4., S. 134ff).

In 78 Mammatumoren i.e.S. treten Thrombos erungen und Blutungen auf. In 28 dieser Félle
(35,90% aller Mammatumoren i.e.S. mit Thrombosierungen und Blutungen) finden sich Blu-
tungen neben einigen der thrombosierten Gefél3e, in den Ubrigen 50 Tumoren (64,10%) stehen
die thrombosierten Gefal3e nicht in réumlichem Zusammenhang mit den Blutungen (vgl. Kapitel
8.4., S. 134ff).
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3.2.13. Zusammenhang zwischen Fibrinnachweis in Mammatumoren i.e.S. und
anderen Parametern

3.2.13.1. Thrombosierungen und extravasale Fibrinablagerungen in Tumoren
und Nationale

Das durchschnittliche Alter der Tiere, bei denen alle untersuchten Mammatumoren i.e.S. fibrin-
negativ waren, liegt bel 8,85 Jahren (jungstes Tier: 5,66 Jahre, dltestes Tier: 12,83 Jahre). Das
durchschnittliche Alter der Tiere, bei denen in mindestens einem Tumor mindestens eine
Thrombosierung oder eine extravasale Fibrinablagerung zu finden war, liegt bei 9,56 Jahren
(jungstes Tier: 5,0 Jahre, altestes Tier: 18,42 Jahre). In Grafik 2a (S. 57) ist das Alter der
Wirtstiere zum Zeitpunkt der jeweils ersten Mammatumoroperation in Beziehung zur evf-
Gruppe der Tumoren dargestellt, in Grafik 2b (S. 57) in Beziehung zur Thrombosierungs-
gruppe. Der Kruskall-Wallis-Test erkennt einen Zusammenhang zwischen dem Alter des Tieres
zum Zeitpunkt der ersten Operation und der Thrombosierungsgruppe bzw. der evf-Gruppe sei-
ner Tumoren, vermutlich da fibrinnegative Tumoren haufiger von jingeren Tieren stammen.
Auch wenn man nur die Tumoren betrachtet, die tatséchlich aus der ersten Operation stammen,
ist das Ergebnis dhnlich.
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Grafik 2a: extravasale Fibrinablagerungen und Alter
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Von den weiblich kastrierten Tieren zeigen vier (21,05% aller weiblich kastrierten Tiere mit
Mammatumoren i.e.S.) ausschliesslich fibrinnegative Mammatumoren i.e.S., bel den Ubrigen
15 (78,95%) kann in mindestens einem Mammatumor i.e.S. mindestens eine Thrombosierung
oder extravasal e Fibrinablagerung dargestellt werden. Von den weiblich intakten Tieren zeigen
22 (36,67% aller weiblich intakten Tiere mit Mammatumoren i.e.S.) ausschliefdlich fibrinnega-
tive Tumoren, wahrend bel den Ubrigen 38 (63,33% aller weiblich intakten Tiere mit Mamma-
tumoren i.e.S.) in mindestens einem Mammatumor i.e.S. wenigstens eine Thrombosierung
oder extravasal e Fibrinablagerung vorliegt.

In den Grafiken 3a und 3b (S. 59) ist dargestellt, welches Geschlecht die Hindinnen haben,
denen die Tumoren der einzelnen evf- und Thrombosi erungsgruppen enthommen wurden. 221
Tumoren stammen von nichtkastrierten Hindinnen, 48 von kastrierten. In allen evf- und
Thrombosi erungsgruppen tiberwiegen die Tumoren der nichtkastrierten Tiere. Wahrend jedoch
bei den Tumoren ohne Thrombosierungen bzw. ohne extravasale Fibrinablagerungen jeweils
rund sieben Mal mehr Tumoren von intakten a's von kastrierten Hiindinnen stammen, sind es
bei den Tumoren der Gruppen thr 3+ bzw. evf 3+ nur zweieinhalb Mal bzw. knapp eineinhalb
Mal soviele. Nach den Ergebnissen der y2-Tests besteht sowohl zwischen der Thrombosie-
rungsgruppe als auch der evf-Gruppe eines Tumors und dem Geschlecht des Wirtstieres ver-
mutlich ein Zusammenhang.
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Grafik 3a: extravasale Fibrinablagerungen und
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Bel den drei am haufigsten in der Studie vertretenen Rassen ergibt sich folgendes Bild: von 15
Teckeln weisen funf (33,33% aler Teckel) in keinem der untersuchten Mammatumoren i.e.S.
extravasale Fibrinablagerungen oder Thrombosierungen auf, von 13 Terriern sechs (46,15%
aler Terrier) und von sechs Deutschen Schaferhunden drel (50% aller Deutschen Schéfer-
hunde). VVon den 25 Mischlingen sind es neun (36,00% aller Mischlinge)(vgl. Kapitel 8.3. und
8.4., S. 130ff bzw. S. 134ff).

Tabelle 9 gibt Auskunft dartiber, von welchen Rassen die Tumoren ohne Thrombosierungen
bzw. extravasale Fibrinablagerungen und die der Gruppen thr 3+ und evf 3+ stammen. Mit
Ausnahme des Deutschen Schaferhundes, bei dem vergleichsweise viele Tumoren massive Fi-
brinablagerungen oder viele Thrombos erungen zeigen, liegen die prozentualen Anteile der Tu-
moren der einzelnen evf- und thr-Gruppen jeweils in &hnlichen Bereichen.

Tabelle 9: Thrombosierungen und extravasal e Fibrinablagerungen in Tumoren von Hunden
verschiedener Rassen

Rasse thr O evf O [ thr3+ evf 3+
(n=Zahl der Tumoren von Zahl der Mammatumoreni.e.S. von Tieren dieser Rasse
Tieren dieser Rasse) (% aller Tumoren von Tieren dieser Rasse)

Teckel (n=49) 29 (59,18%) 33 (67,35%) | 7 (14,29%) 8 (16,33%)
Terrier (n=27) 16 (59,26%) 19 (70,37%) | 5(18,52%) 4 (14,81%)

Deutscher Schaferhund || 10 (71,43%) 9 (64,29%) | 3 (21,43%) 4 (28,57%)
(n=16)

songtige und Mischling || 116 (64,80%) 123 (68,72%) | 23 (12,85%) 21 (11,73%)
(n=179)
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3.2.13.2. Thrombosierungen und extravasale Fibrinablagerungen bei Tieren
mit multiplen Mammatumoren i.e.S.

Von 55 Tieren (65,48% aller Tiere bzw. 69,62% der Tiere mit Mammatumoren i.e.S.) liegt
mehr als ein Mammatumor i.e.S. zur Untersuchung vor. Die Verteilung der Tumoren mit und
ohne Thrombosierungen bzw. extravasal e Fibrinablagerungen auf die Hunde ist heterogen. An-
néhernd zwei Drittel dieser Tiere litten sowohl an Tumoren ohne Thrombos erungen as auch an
Tumoren, in denen mindestens eine Thrombosierung zu finden ist (vgl. Tabelle 10). Entspre-
chendes gilt fUr die extravasalen Fibrinablagerungen (vgl. Tabelle 11). Bei jeweils ungefahr der
Hélfte dieser Tiere tritt auch mindestens ein Tumor der hdchsten Thrombosierungs- bzw. evf-
Gruppe (thr 3+ bzw. evf 3+) auf.

Tabelle 10: Tumoren mit und ohne Thrombos erungen bel Tieren mit multiplen Mammatumoren

i.e.S. (n=55)
Zah! der Thrombosierungen in
Tumoren keinem einem Teil der Tumoren: in alen
Tumor biszu 1/3 >1/3 bis2/3 >2/3 Tumoren
Zahl der Tiere (% der Tiere mit dieser Zahl von Tumoren)
2 (n=16) || 4 (25,00%) entfallt 9 (56,25%) entfalt 3 (18,75%)
3(n=15) || 7 (46,67%) 3 (20,00%) 3 (20,00%) entfallt 2 (13,33%)
4-5(n=9) - 1(11,11%) 6 (66,67%) 1 (11,11%) 1 (11,11%)
6-7 (n=7) || 3 (42,86%) 1 (14,28%) 3 (42,86%) - -
8-13 (n=8) - 4 (50,00%) 4 (50,00%) - -
gesamt* 25,45% 16,36% 45,45% 1,82% 10,91%

* 0 dler Tiere mit multiplen Mammatumoren i.e.S.

Tabelle 11: Tumoren mit und ohne extravasal e Fibrinablagerungen bel Tieren mit multiplen

Mammatumoreni.e.S. (n=55 Tiere)

Zah! der extravasal e Fibrinablagerungen in
Tumoren keinem enem Tell der Tumoren: in alen
Tumor biszu 1/3 >1/3 bis2/3 >2/3 Tumoren
Zahl der Tiere (% der Tiere mit dieser Zahl von Tumoren)
2 (n=16) 5 (31,25%) entfallt 8 (50,00%) entfallt 3 (18,75%)
3 (n=15) 7 (46,67%) 4 (26,67%) 4 (26,67%) entfallt -
4-5(n=9) |[ 1(11,11%) 2 (22,22%) 3 (33,33%) 2 (22,22%) 1(11,11%)
6-7 (n=7) || 3 (42,86%) 2 (28,57%) 2 (28,57%) - -
8-13 (n=8) - 5 (62,50%) 3 (37,50%) - -
gesamt* 29,09% 23,64% 36,36% 3,64% 7.27%

* % dler Tiere mit multiplen Mammatumoren i.e.S.
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3.2.13.3. Thrombosierungen und extravasale Fibrinablagerungen in Tumoren
aus der ersten bzw. einzigen Operation oder einer Folgeoperation
eines Tieres

180 oder 66,91% aller Mammatumoren i.e.S. stammen aus der ersten (bzw. der einzigen)
Mammatumoroperation des betreffenden Tieres, 89 oder 33,01% aus einer in zeitlichem Ab-
stand dazu vorgenommenen zweiten bis vierten. In den Grafiken 4a und 4b (S. 63) ist die
Aufteilung der Tumoren auf die evf- und Thrombosierungsgruppen dargestellt. Die Verteilung
der Tumoren auf diese Gruppen ist sehr dhnlich. Auch statistisch ist kein Zusammenhang zwi-
schen der evf- bzw. Thrombosierungsgruppe eines Tumors einerseits und andererseits der Tat-
sache, ob er aus elner ersten (bzw. einzigen) oder einer weiteren Operation stammte, nachwels-
bar.
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Grafik 4a: extravasale Fibrinablagerungen und
Erst- oder Folgeoperation
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3.2.13.4. Thrombosierungen und extravasale Fibrinablagerungen in Tumoren
aus verschiedenen Lokalisationen

Bei 235 Mammatumoren i.e.S. (87,36% der Mammatumoren i.e.S.) ist bekannt, in welchem
Mammarkomplex sie wuchsen: elf der untersuchten Tumoren (4,68% der Tumoren bekannter
Lokalisation) stammen aus T oder T1, 14 (5,96%) aus T2, 56 (23,83%) aus A1, 77 (32,77%)
aus A2 und 77 (32,77%) aus |. Zur Verteilung der Tumoren auf die evf- und Thrombosie-
rungsgruppen vgl. die Grafiken 5abzw. 5b (S. 65) Je ungefahr zwei Drittel der Tumoren jedes
Mammarkomplexes sind frel von Thrombosierungen bzw. extravasalen Fibrinablagerungen.
Eine Ausnahme bilden die Tumoren von T2, von denen tiber 85% frei von extravasalen Fibrin-
ablagerungen sind. Zwischen einem Sechstel und einem Neuntel der Tumoren der einzelnen
Mammarkomplexe sind in den Gruppen thr 3+ und evf 3+ anzutreffen, wiederum mit Aus-
nahme der Tumoren von T2, wo es nur je ein Vierzehntel ist. Mittels y2-Test ist weder ein Zu-
sammenhang zwischen der Lage eines Tumors und der evf-Gruppe, noch zwischen der Lage
und der Thrombosi erungsgruppe nachzuwei sen.
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Grafik 5a: extravasale Fibrinablagerungen und
Tumorlokalisation
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3.2.13.5. Thrombosierungen und extravasale Fibrinablagerungen in Tumoren
unterschiedlicher GroRe

35 der untersuchten Tumoren (13,01% der Mammatumoren i.e.S.) sind mikroskopisch klein
mit einem maximalen Durchmesser von 0,5 mm, 105 Tumoren (39,03%) sind >0,5 bis5 mm
grof3, 83 Tumoren (30,86%) >5 bis 20 mm, 33 Tumoren (12,27%) >20 bis 50 mm und 13
(4,83%) grofder als 50 mm. Zur Verteilung der Tumoren der verschiedenen Groféen auf die evf-
und Thrombosierungsgruppen vgl. die Grafiken 6a und 6b (S. 67).

Kleinere Tumoren sind weitaus haufiger frel von Thrombosierungen als grofere. Umgekehrt
zeigen grof3ere Tumoren viel haufiger viele Thrombosierungen als kleinere. Entsprechendes gilt
fur die Verteilung der evf-Gruppen auf die Tumoren unterschiedlicher Gréf3e. Die Vermutung,
daf’ ein solcher Zusammenhang zwischen evf- bzw. Thrombosierungsgruppe einerseits und der
Tumorgrof3e andererseits besteht, wird durch die Ergebnisse der Kruskall-Wallis- und der
Mann-Whitney-Tests gestiitzt.
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Grafik 6a: extravasale Fibrinablagerungen und TumorgroRe
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3.2.13.6. Thrombosierungen und extravasale Fibrinablagerungen in Tumoren
unterschiedlicher Klassifikation

In den Grafiken 7aund 7b (S. 69) ist dargestellt, wie sich Tumoren unterschiedlicher Klassifi-
kation auf die evf- und Thrombosierungsgruppen aufteilen.

Alle benignen Mammatumoren i.e.S. sind frel von extravasalen Fibrinablagerungen, nur in
zwel Féllen kann ein einzelnes thrombosi ertes Gefal3 dargestel It werden.

Die ds maligne beurteilten Tumoren hingegen zeigen eine andere Verteilung:

Anndhernd drel Viertel der Adenokarzinome weisen keine Thrombosierungen auf, knapp 7%
der Félle sind von vielen Thrombosierungen betroffen. Ein dahnliches Bild bietet die Verteilung
der extravasalen Fibrinablagerungen.

Auch die Mehrzahl der Adenokarzinome mit Myoepithelhyperplasie ist frel von Thrombosie-
rungen und extravasalen Fibrinablagerungen, jedoch betrégt der Anteil jewells weniger as zwel
Drittel. In je rund einem Siebtel der Adenokarzinome mit Myoepithelhyperplasie finden sich
viele Thrombosierungen bzw. massive extravasal e Fibrinablagerungen.

Noch haufiger sind die sonstigen Karzinome und Karzinosarkome der Mamma von extravasa
len Fibrinablagerungen und Thrombosierungen betroffen. Je anndhernd die Hélfte dieser Tumo-
ren zeigt sogar viele Thrombosierungen bzw. massive extravasal e Fibrinablagerungen.

Die Ergebnisse der y2-Tests weisen auf einen Zusammenhang zwischen der Thrombosierungs-
bzw. evf-Gruppe eines Tumors und der Tumorklassifikation hin. Dies liegt vermutlich an der
Verteilung der evf-und Thrombos erungsgruppen in der Gruppe der benignen Tumoren und der
sonstigen Karzinome und Karzinosarkome.
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Grafik 7a: extravasale Fibrinablagerungen und
Tumorklassifikation
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L egende zu den Grafiken 7a und 7b:

a Uberwiegend anaplastische(s) Karzinom(e) mit vereinzelter Alveolenbildung; b: Karzino-
sarkom; c: komplexe(s) Karzinom(e); d: Myoepithelkarzinom(e); e: scirrhdse(s) Karzinom(e);
f: solide(s) Karzinom(e); g: solide(s) Karzinom(e) mit Myoepithelhyperplasie; AdCa: Adeno-
karzinome; AdCamM: Adenokarzinome mit Myoepithelhyperplasie; sonstige: sonstige Karzi-
nome und Karzinosarkome
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3.2.13.7. Thrombosierungen und extravasale Fibrinablagerungen in Tumoren
mit unterschiedlicher Punktzahl

Von den 237 malignen Mammatumoren i.e.S. werden die Wertungspunkte ermittelt. Die nied-
rigste ermittelte Punktzahl ist die acht, die hochste die 41. Die durchschnittliche Punktzahl aller
malignen Mammatumoren i.e.S. liegt bei 22,30 Punkten. Die Adenokarzinome erreichen im
Mittel 22,24 Punkte (Median: 20), die Adenokarzinome mit Myoepithelhyperplasie 21,20 Punk-
te (Median: 20) und die sonstigen Karzinome und Karzinosarkome 27,44 Punkte (Median: 28).

Fir die Grafiken 8a und 8b (S.71) werden die malignen Tumoren nach Punktzahl in sieben
Wertungsstufen eingeteilt und die Verteilung der Tumoren dieser Gruppen auf die evf- und
Thrombosierungsgruppen dargestellt. Vier Tumoren erreichen eine Zahl von hochstens zehn
Punkten (1,69% aler malignen Mammatumoren i.e.S.), 11-15 Punkte 32 Tumoren (13,50%),
16-20 Punkte 77 Tumoren (32, 49%), 21-25 Punkte 53 Tumoren (22,36%), 26-30 Punkte 39
Tumoren (16,46%), 31-35 Punkte 24 Tumoren (10,13%) und mehr a's 35 Punkte erhalten acht
Tumoren (3,38%).

Der Anteil der Tumoren einer Wertungsstufe, die frei von Thrombosierungen sind, nimmt mit
ansteigender Punktzahl je Wertungsstufe zunéchst recht gleichméaldig ab. Nur in der Gruppe der
Tumoren mit Gber 35 Punkten gibt es wieder einen Anstieg. Der Anteil der Tumoren einer
Wertungsstufe, welche viele Thrombosierungen aufweisen, steigt zunéchst mit zunehmender
Punktzahl an und erreicht in der Gruppe der Tumoren mit 31-35 Punkten ein Maximum. Von
den Tumoren mit noch hoherer Punktzahl ist wiederum ein geringerer Anteil betroffen. Auffél-
lig ist weiterhin ein starker Anstieg des Anteils der Tumoren mit vielen Thrombosierungen zwi-
schen den Wertungsstufen der Tumoren mit hochstens bzw. mehr a's 20 Punkten. Die Tumoren
der Thrombosierungsgruppen 1+ und 2+ verhalten sich entsprechend.

Der Anteil der Tumoren einer Wertungsstufe, die frei von extravasalen Fibrinablagerungen
sind, nimmt mit ansteigender Punktzahl kontinuierlich ab. Den grofdten Anteil von Tumoren mit
massiven extravasalen Fibrinablagerungen hat die Wertungsstufe der Tumoren mit 26-30
Punkten.

Sowohl der Tumor mit der niedrigsten, as auch der Tumor mit der hdchsten Punktzahl sind frel
von Thrombosierungen und extravasalen Fibrinablagerungen (vgl. Kapitel 8.4., S. 134ff).

Die Ergebnisse der Kruskall-Wallis-Tests lassen einen Zusammenhang zwischen evf- bzw.
Thrombosi erungsgruppe und Punktzahl vermuten. Vor allem zwischen der Punktverteilung der
Tumoren der Gruppen evf 0 und evf 1 bzw. thr 0 und thr 1+ besteht nach den Ergebnissen
der Mann-Whitney-Tests ein deutlicher Unterschied.
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Grafik 8a: extravasale Fibrinablagerungen und
Wertungspunkte maligner Tumoren
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3.2.13.8. Thrombosierungen und extravasale Fibrinablagerungen in ulzerierten
Tumoren

Elf der untersuchten Tumoren (4,09% der Mammatumoren i.e.S.) sind ul zeriert. Zur Verteilung
dieser Tumoren auf die evf- und Thrombosierungsgruppen vgl. Tabelle 12. Rund ein Drittel
der ulzerierten Tumoren zeigt viele Thrombosierungen und massive extravasale Fibrinablage-
rungen, jedoch sind auch zwei der ulzerierten Tumoren fibrinnegativ. Nach den Ergebnissen
der y2-Tests besteht ein moglicher Zusammenhang zwischen dem Auftreten von Ulzera und der
evf- bzw. Thrombosierungsgruppe der Tumoren.

Tabelle 12: Thrombosierungen und extravasal e Fibrinablagerungen in Mammatumoren i.e.S.
mit Ulzera (n=11)

Thrombosi erungsgruppe
0 1+ 2+ 3+
Zahl der Tumoren (% der Tumoren mit Ulzera)

0 2 (18,18%) - - -
evf- 1+ - - - -
Gruppe 2+ - - 2 (18,18%) -

3+ - - - 7 (63,64%)

3.2.13.9. Thrombosierungen und extravasale Fibrinablagerungen in Tumoren
mit eitriger Entzindung

In 22 Tumoren (8,18% der Mammatumoren i.e.S.) liegt eine massive eitrige Entziindung vor,
bei der Hélfte zugleich mit einem Ulkus. Zur Verteilung der Tumoren mit eitriger Entziindung
auf die evf- und Thrombosierungsgruppen vgl. Tabelle 13. Mehr als die Hafte dieser Tumoren
zeigt viele Thrombosierungen und extravasal e Fibrinablagerungen. Auch hier wird die Vermu-
tung Uber einen Zusammenhang zwischen dem Auftreten einer eitrigen Entziindung und massi-
ven Fibrinablagerungen bzw. vielen Thrombosierungen durch die Ergebnisse der y2-Tests un-
termauert.

Tabelle 13: Thrombosierungen und extravasal e Fibrinablagerungen in Mammatumoreni.e.S.
mit eitriger Entziindung (n=22)

Thrombosi erungsgruppe
0 1+ 2+ 3+
Zahl der Tumoren (% der Tumoren mit eitriger Entziindung)
0 4 (18,18%) 1 (4,55%) - -
evf- 1+ - 1 (4,55%) - -
Gruppe 2+ - - 2 (9,09%) -
3+ - 1 (4,55%) 1 (4,55%) 12 (54,55%)
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3.2.13.10. Thrombosierungen und extravasale Fibrinablagerungen in Tumoren
mit fibrinpositiven Makrophagen

In zehn der untersuchten Tumoren (3,72% der Mammatumoren i.e.S.) finden sich fibrinposi-
tive Makrophagen. Zur Verteillung dieser Tumoren auf die evf- und Thrombosierungsgruppen
vgl. Tabelle 14. In der Halfte dieser Tumoren kann sonst kein Fibrin dargestellt werden. Durch
die x2-Tests ist kein Zusammenhang zwischen Thrombosierungs- bzw. evf-Gruppe und dem
Auftreten fibrinpositiver Makrophagen nachwei sbar.

Tabelle 14: Thrombosierungen und extravasal e Fibrinablagerungen in Mammatumoreni.e.S.
mit fibrinpositiven Makrophagen (n=10)

Thrombosi erungsgruppe
0 1+ 2+ 3+
Zahl der Tumoren (% Tumoren mit fibrinpositiven Makrophagen)
0 5 (50,00%) 1 (10,00%) - -
evf- 1+ - 1 (10,00%) - 1 (10,00%)
Gruppe 2+ - - - 1 (10,00%)
3+ - - - 1 (10,00%)

3.2.13.11. Thrombosierungen und extravasale Fibrinablagerungen in Tumoren
mit und ohne Angiosis carcinomatosa

Bei 15 der untersuchten Tumoren (5,58% der Mammatumoren i.e.S.) kann im H.E.-Préparat
das Vorliegen einer Angiosis carcinomatosa diagnostiziert werden. Bel weiteren 20 (7,43%)
besteht Verdacht auf Angiosis carcinomatosa. Nur gut ein Drittel dieser Tumoren ist vollig frel
von Thrombosierungen. Zur Verteilung der Tumoren auf die evf- und Thrombosierungsgrup-
pen vgl. Tabelle 15.

Tabelle 15: Thrombosierungen und extravasal e Fibrinablagerungen in Mammatumoren i.e.S.
und A.c. (n=35)

Thrombos erungsgruppe
0 1+ 2+ 3+
Zahl der Tumoren (% der Tumoren mit A.c. bzw. Vd.)
0 A.c| 5(14,29%) 1 (2,86%) 1 (2,86%) -
Vd.|| 5 (14,29%) - 2 (5,71%) 1 (2,86%)
1+ A.c 2 (5,71%) 1 (2,86%) 1 (2,86%) -
evf- Vd. 1 (2,86%) 1 (2,86%) 1 (2,86%) -
Gruppe 2+ A.c. 2 (5,71%) 1 (2,86%)
Vd. - 1 (2,86%) 2 (5,71%) -
3+ A.c. - - 1 (2,86%) -
Vd. - 1 (2,86%) - 5 (14,29%)

A.c.=Angiosis carcinomatosa; Vd.=Verdacht auf A.c.

Falt man fur den x2-Test die Tumoren mit Verdacht auf und die mit sicherer Angiosis carcino-
matosa zusammen und stellt diese Gruppe der Gruppe der Ubrigen Tumoren gegeniber, so
kann ein moglicher Zusammenhang zwischen dem Vorliegen oder dem Verdacht auf Angiosis
carcinomatosa einerseits und der evf- bzw. Thrombosierungsgruppe eines Tumors andererseits
festgestellt werden. Tumoren ohne Hinweis auf Angiosis carcinomatosa sind vergleichsweise
seltener von Thrombosierungen und extravasal en Fibrinablagerungen betroffen.

-73-



Eigene Untersuchungen: Ergebnisse

3.2.13.12. Thrombosierungen und extravasale Fibrinablagerungen in Tumoren
mit und ohne Nekrosen

In 139 Tumoren (51,67% aler Mammatumoren i.e.S.) finden sich keinerlel Nekrosen. Der Ne-
krosegruppe 1 konnen 53 Tumoren (19,70% aler Mammatumoren i.e.S.) zugeordnet werden,
der Nekrosegruppe 2 gehdren 44 Tumoren (16,36%) an, und zu Nekrosegruppe 3 zéhlen 33
Tumoren (12,27%). Zur Verteilung der Tumoren auf die evf- und Thrombosi erungsgruppen
vgl. die Grafiken 9aund 9b (S. 75). Die weit Uberwiegende Mehrzahl der Tumoren ohne oder
mit nur geringgradigen Nekrosen ist frei von Thrombosierungen oder extravasalen Fibrinabla-
gerungen. Bel den Tumoren mit méfdigen Nekrosen ist nur je rund ein Drittel und bel den Tu-
moren mit massiven Nekrosen sogar nur je rund ein Siebtel frel von Thrombosierungen oder
extravsalen Fibrinablagerungen. Das umgekehrte Bild ergibt sich bei der Betrachtung der Tu-
moren mit vielen Thrombosierungen. Wahrend sich weniger al's 4% der Tumoren ohne oder mit
geringgradigen Nekrosen in dieser Gruppe befinden, sind es von den Tumoren mit madigen
Nekrosen ein Viertel und bei den Tumoren mit massiven Nekrosen tUber zwel Drittel. Betrachtet
man die Tumoren der Gruppe evf 3+, so ergibt sich ein noch ausgeprégteres Bild. Der Ein-
druck, dal3 eine hthere Thrombosierungs- bzw. evf-Gruppe mit einem hoheren Nekrosegrad
einhergeht, wird durch die Ergebnisse der y2-Tests unterstiitzt.
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Grafik 9a: extravasale Fibrinablagerungen
und Nekrose
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Grafik 9b: Thrombosierungen und Nekrose
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3.2.13.13. Thrombosierungen und extravasale Fibrinablagerungen in Tumoren
mit und ohne Blutungen

In 110 Tumoren (40,89% aller Mammatumoren i.e.S.) finden sich keinerlei Blutungen. Der
Blutungsgruppe 1 gehdren 87 Tumoren (32,34%) an, in Blutungsgruppe 2 finden sich 58
Tumoren (21,56%), und in der Blutungsgruppe 3 finden sich 14 Tumoren (5,20%). Zur Ver-
tellung der Tumoren auf die evf- und Thrombosierungsgruppen vgl. die Grafiken 10a und 10b
(S. 77). Tumoren, in denen keine Blutungen festgestel It werden kdnnen, sind weitaus haufiger
frei von Thrombosierungen und extravasalen Fibrinablagerungen als solche mit Blutungen. Je
stérker diese sind, umso haufiger weisen die Tumoren auch Thrombosierungen und extravasale
Fibrinablagerungen auf. Besonders deutlich ist dies bel Betrachtung der extravasalen Fibrin-
ablagerungen. Frei von extravasalen Fibrinablagerungen sind tber 90% der Tumoren ohne
Blutungen und nur gut 20% der Tumoren mit starken Blutungen. Massive extravasale Fibrin-
ablagerungen sind in weniger as einem Prozent der blutungsfreien Tumoren zu finden, wah-
rend die Héalfte der Tumoren mit massiven Blutungen davon betroffen ist. Auch die Ergebnisse
der y2-Tests weisen auf einen entsprechenden Zusammenhang zwischen Thrombosierungs-
bzw. evf-Gruppe und Blutungsgruppe hin.
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Grafik 10a: extravasale Fibrinablagerungen
und Blutung
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Grafik _10b: Thrombosierungen und Blutung
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3.2.13.14. Thrombosierungen und extravasale Fibrinablagerungen in Tumoren
unterschiedlicher Gefalidichte

Bei 156 Tumoren (57,99% der Mammatumoren i.e.S.) werden Gefél3darstellungen mit
AK vWF durchgefihrt. Bel 153 Tumoren (56,88%) wird die Gefalidichte beurteilt. Ein Tumor
gehort der Gefalkdichtegruppe 0 an (0,65% der Tumoren, bekannter Gefalidichte), 44 der Ge-
falddichtegruppe 1 (28,76%), 65 der Gefaldichtegruppe 2 (42,48%) und 43 der Geféaikdichte-
gruppe 3 (28,10%).

Von 116 Tumoren (43,12% der Mammatumoren i.e.S.) liegen keine Angaben zur Gefékdichte
vor: bei 113 fibrinnegativen Tumoren (68,90% aller fibrinnegativen Mammatumoren i.e.S.)
wird keine Geféldarstellung vorgenommen, im Falle von drei fibrinpositiven Tumoren (2,86%
aller Tumoren mit mindestens einer Thrombosierung oder mindestens einer extravasalen Fibrin-
ablagerung) kann der Schnitt der Doppel markierung wegen technischer Mangel nicht ausgewer-
tet werden. Es handelt sich um je einen Tumor der Gruppen thr 2+ / evf O, thr2 + / evf 2+
und thr 3+ / evf 3+.

Die Verteilung der Tumoren auf die evf- und Thrombosierungsgruppen ist in den Grafiken 11a
und 11b (S. 79) dargestellt. Gering vaskularisierte Tumoren sind seltener von massiven Fibrin-
ablagerungen und mehreren Thrombosierungen betroffen als méafdig oder stark vaskularisierte.
Besonders auffallig ist, dal3 viele der Tumoren der Gruppe evf O der Gefaldichtegruppe 1
angehoren.

Die y2-Tests lassen einen Zusammenhang zwischen der evf-Gruppe eines Tumors und seiner
Gefardichtegruppe vermuten, nicht jedoch zwischen der Thrombosierungsgruppe und der Ge-
falidichtegruppe eines Tumors.
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Grafik 1l1a: extravasale Fibrinablagerungen
und GefadlRdichte
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3.2.13.15. Thrombosierungen und extravasale Fibrinablagerungen in Tumoren
und Status des/der ipsilateralen Inguinallymphknoten(s)

Von 81 Mammaleisten, in welchen maligne Mammatumoren i.e.S. auftraten, liegen die zuge-
horigen Inguinallymphknoten vor. Aus diesen Leisten stammen 202 maligne Mammatumoren
i.e.S. In den Grafiken 12a und 12b (S. 81) ist der Zusammenhang zwischen dem Status des
ipsilateralen Inguinallymphknotens und der evf- bzw. Thrombosierungsgruppe der Tumoren
dargestellt. Tumoren aus Leisten, deren ipsilateraler Inguinallymphknoten von Metastasen
befalen ist, zeigen weitaus haufiger Thrombosierungen oder extravasale Fibrinablagerungen als
Tumoren aus Leisten, deren ipsilateraler Inguinallymphknoten frei von Metastasen oder Tumor-
zellemboli ist. Tumoren aus Leisten, bei denen im ipsilateralen Inguinallymphknoten Tumorzell-
emboli vorhanden sind oder der Verdacht hierauf besteht, nehmen eine Zwischenstellung ein.
Die Vermutung e nes entsprechenden Zusammenhangs zwischen Lymphknotenstatus und evf-
bzw. Thrombosierungsgruppe wird durch die Ergebnisse der y2-Tests gestiitzt.

In Tabelle 16 wird je Leiste nur der Tumor mit der jewells hochsten Wertung fir Thrombosie-
rungen bzw. extravasal e Fibrinablagerungen aufgenommen. Esfallt auf, dal3 L eisten, deren zu-
gehdrige Lymphknoten Metastasen aufweisen, in keinem Fall nur fibrinnegative Tumoren be-
herbergen. Auch hier deuten die Ergebnisse der y2-Tests auf einen Zusammenhang hin.

Tabelle 16: Lymphknotenstatus und Thrombosierungen bzw. extravasale Fibrinablagerungen
im jeweils am stérksten fibrinpositiven Mammatumor i.e.S. der zugehdrigen Milchleiste (n=81)

Lymph- hochste thr-Gruppe aller Tumorender |  héchste evi-Gruppe aller Tumoren

knoten- Leiste der Leiste

status der 0 1+ 2+ 3+ 0 1+ 2+ 3+

Milchleiste Zahl der Leisten, % der Leisten mit diesem Status

keine Met./ 27 6 14 10 32 9 3 13

Emb. 47,37% 10,53% 24,56% 17,54% |56,14% 15,79% 5,26% 22,80%

Emb.oder 7 2 1 6 7 - 3 6

Verdacht 43,75% 12,50% 6,25% 37,50% | 43,75% 18,75% 37,25%

mit Met. - 1 4 3 - 1 4 3
12,50% 50,00% 37,50% 12,50% 50,00% 37,50%

Met.= Metastase(n); Emb.= Tumorzellemboli
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Status des ipsilateralen Inguinallymphknotens

Grafik 12a: extravasale Fibrinablagerungen
und Lymphknotenstatus
(alle Tumoren der jeweiligen Mammaleiste)
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Grafik 12b: Thrombosierungen und
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Legende zu den Grafiken 12aund 12b:

Emb.: Tumorzellemboli; Met.: Metastase(n)
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3.2.13.16. Thrombosierungen und extravasale Fibrinablagerungen in Tumoren
und Krankheitsverlauf

Der Krankheitsverlauf ist bei 69 Hunden komplett bekannt (vgl. Kapitel 3.2.2., S. 39). Bel
sieben dieser Tiere liegen allerdings keine Daten Uber den Fibrinnachweis im vermutlich bos-
artigsten Tumor vor, bzw. ist der bésartigste Tumor ein Mammatumor i.w.S., so dai3 die ver-
mutlichen Zusammenhange zwischen dem bosartigsten Mammatumor i.e.S. und dem Krank-
heitsverlauf bei 62 Tieren (78,48% aler Tiere mit Mammatumoren i.e.S.) ermittelt werden kon-
nen.

Von den Tieren, deren Schicksal bekannt ist, stammen 239 Mammatumoren i.e.S. (88,85% al-
ler Mammatumoren i.e.S.). Tumoren von Tieren, die an der Mammatumorerkrankung verstor-
ben sind bzw. ihretwegen getdtet wurden, sind im Vergleich zu den Gbrigen Tieren seltener frel
von extravasalen Fibrinablagerungen und Thrombosierungen (vgl. Grafiken 13a und 13D,
S. 83). Der Verdacht auf einen entsprechenden Zusammenhang von evf-Gruppe und Krank-
heitsverlauf wird durch den y2-Test bestétigt.
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Grafik 13a: extravasale Fibrinablagerungen

und Krankheitsverlauf
(alle Tumoren, wo Schicksal des Wirts bekannt)
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Grafik 13b: Thrombosierungen und
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L egende zu den Grafiken 13a und 13b:
Met.: Metastase(n); MT: Mammatumor(en); Rez.: Rezidiv(e)

-83-



Eigene Untersuchungen: Ergebnisse

In den Grafiken 14a und 14b (S. 85) ist dargestellt, in welche evf- und Thrombosierungs-
gruppe der jeweils bosartigste Mammatumor i.e.S. der Hunde (laut Punktwertung) mit unter-
schiedlichem Krankheitsverlauf eingeordnet wird. Es falt auf, dal3 bei den Tieren, die wegen
der Mammatumorerkrankung verstorben sind oder getétet wurden, weitaus haufiger Thrombo-
sierungen in den jeweils bosartigsten Tumoren auftreten als bei Tieren, deren Krankheitsverlauf
weniger dramatisch war. Zwischen den Ergebnissen aller Tumoren der Tiere mit oder ohne Re-
zidive oder Fernmetastasen besteht nur ein geringer Unterschied. Die bésartigsten Tumoren der
Tiere, welche in der Folgezeit keine neuen Mammatumoren, Rezidive oder M etastasen ausge-
bildet haben, sind haufiger und massiver von Thrombosi erungen betroffen alsdie der Tiere, die
neue Mammatumoren, Fernmetastasen oder Rezidive entwickelten. Auch extravasal e Fibrinab-
lagerungen, besonders in grofRem Ausmal3e, sind im jeweils bésartigsten Tumor weitaus haufi-
ger bel den Tieren anzutreffen, welche wegen der Mammatumorerkrankung verstorben sind
oder getotet wurden als bei den Ubrigen. Tumoren von Tieren, welche in der Folgezeit keine
neuen Mammatumoren, Rezidive oder Metastasen ausgebildet haben, sind stets haufiger von
extravasalen Fibrinablagerungen betroffen als die von Tieren mit neuen Mammatumoren, Fern-
metastasen oder Rezidiven. Statistisch ist allerdings kein Zusamenhang nachweisbar. Dies ist
auch der Fall, wenn statt des bdsartigsten Tumors jeden Tieres der mit der hochsten Wertung
fUr extravasale Fibrinablagerungen bzw. Thrombosierungen betrachtet wird.
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Grafik 14a: extravasale Fibrinablagerungen

im_ Tumor und Krankheitsverlauf
(jeweils bosartigster Tumor des Tieres)
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L egende zu den Grafiken 14a und 14b:
Met.: Metastase(n); MT: Mammatumor(en); Rez.: Rezidiv(e)
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3.2.13.17. Thrombosierungen, Nekrose und GefaRdichte in Tumoren

In Tabelle 17 ist dargestellt, in welcher Thrombosierungsgruppe sich die Tumoren unter-
schiedlicher Vaskularisation und unterschiedlicher Nekrosegruppen befinden. Unabhangig von
ihrem V askularisationsgrad weisen Tumoren mit massiven Nekrosen in der weit Uberwiegenden
Zahl der Félle viele Thrombosierungen auf. Tumoren ohne Nekrosen oder mit hochstens einer
kleinen Gruppe nekrotischer Zellen hingegen sind, unabhéngig vom Vaskularisationsgrad,
haufig frei von Thrombosierungen.

Tabelle17:
Thrombosierungsgruppe, Nekrose und Gefélkdichte in Mammatumoren i.e.S. (n=153)
Thrombosierungsgruppe
0 1+ 2+ 3+
Zahl der Tumoren
(% der Tumoren dieser Nekrose- und Gefal3dichtegruppe)
Gd 0/1 (n=30) || 20 (66,67%) 7 (23,33%) 3 (10,00%) -
0 Gd?2(n=21) 9(42,86%) 1(4,76%) 9 (42,86%) 2 (9,52%)
Gd 3 (n=12) 7(58,33%) 1(8,33%) 4 (33,33%) -
Gd 1 (n=3) 2 (66,67%) - 1 (33,33%) -
1 Gd?2(n=13) 7 (53,85%) 4(30,77%) 1 (7,69%) 1 (7,69%)
Nekrose- Gd 3 (n=12) 6 (50,00%) 2 (16,67%) 3(25,00%) 1 (8,33%)
gruppe Gd 1 (n=7) - 2 (28,57%) 3(42,86%) 2 (28,57%)
Gd 2 (n=16) 2(12,50%) 1(6,25%) 7 (43,75%) 6 (37,50%)
Gd 3 (n=10) 3(30,00%) 1(10,00%) 3(30,00%) 3 (30,00%)
Gd 1 (n=5) - 1 (20,00%) 1 (20,00%) 3 (60,00%)
3 Gd2(n=15) 1 (6,67%) - 1(6,67%) 13 (86,67%)
Gd 3 (n=9) 1(11,11%) 1 (11,11%) 1 (11,11%) 6 (66,66%)

Gd=Gefaldichtegruppe
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Eigene Untersuchungen: Ergebnisse

3.2.14. Weitere Zusammenhéange einiger Merkmale von Mammatumoren i.e.S.

3.2.14.1. Zusammenhang zwischen Tumornekrose und Tumorgroliie

Grofe Tumoren zeigen weitaus haufiger massive Nekrosen als kleine. Auch der Kruskall-
Wallis-Test weist auf einen entsprechenden Zusammenhang hin.

3.2.14.2. Zusammenhang zwischen Tumornekrose und Gefaldichte

Gering vaskularisierte Tumoren sind weitaus haufiger frei von Nekrosen als besser versorgte
Tumoren. Umgekehrt weisen die gut vaskularisierten Tumoren fast doppelt so haufig massive
Nekrosen auf wie die gering vaskularisierten (vgl. Tabelle 18). Der Verdacht auf einen Zu-
sammenhang zwischen schlechter Vaskularisation und Nekrosefreiheit wird durch die Ergeb-
nisse des y2-Tests gestiitzt.

Tabelle 18: Gefaldichte und Nekrose in Mammatumoren i.e.S. (n=153)

Gefaldichtegruppe
O oder 1 2 3
Zahl der Tumoren (% der Tumoren dieser Gefalidichtegruppe)
0 30 (66,66%) 21 (32,31%) 12 (27,91%)
Nekrose- 1 3 (6,67%) 13 (20,00%) 12 (27,91%)
gruppe 2 7 (15,56%) 16 (24,62%) 10 (23,26%)
3 5(11,11%) 15 (23,08%) 9 (20,93%)

3.2.14.3. Zusammenhang zwischen dem Alter des Tieres und Tumornekrose
bzw. -punktzahl

Tumoren von dlteren Tieren sind offensichtlich haufiger von Nekrosen betroffen als die von
jingeren Tieren. Tumoren der Nekrosegruppe 0 stammen von Tieren, deren durchschnittliches
Alter zum Zeitpunkt der Tumorentnahme bel 9,44 Jahren lag, bei Tumoren der Nekrosegruppe
3 hingegen bei 10,85 Jahren. Ahnliches gilt fir die Wertungspunkte. Tumoren, welche mit
weniger als 16 Punkten bewertet werden, stammen von Tieren, die zum Zeitpunkt der Tumor-
entnahme durchschnittlich 9,09 Jahre alt waren, bei Tumoren mit Gber 25 Punkten sind es gut
18 Monate metr.
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